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は じ め に
近 年 , わ が 国 に お け る 脳血 管障害 に よ る 死 亡 例 は , 高血 圧治 療 の 進歩 に よ り
劇 的 に 低 下 し て い る ｡ し か し , 一 方 で は そ の 患 者 数 ば高齢 化お よび診断技 術の
進 歩 に よ り む し ろ 増加 し て お り , 脳血 管性痴呆 と 関連 し て 新た な社会 的問題 と
な っ て い る ｡
現 在 , カ ル シ ウ ム 桔抗薬 は 狭心 症治 療薬 , 高血 圧 治 療 薬 , 抗 不整 脈薬と し て
臨床 で 高 い 評 価 を 得 て い る が , 本 化合 物群 の 有す る 脳 循環 改善作用 お よ び 脳神
経細 胞 保護 作用 を 期 待 し て , 脳血 管障 害治 療 薬 と し て も 臨 床的 で 使 用 さ れ つ つ
あ る ｡ 著 者 ら は , ジ ル チ ア ゼ ム (d ilt iaze m) の 誘導 体 の 中か ら ジ ル チ ア ゼ ム よ
り 作用 持続が 長く ,r脳 血管 を よ り 選 択 的 に 拡 張 さ せ る 化合 物 ク レ ン チ ア ゼ ム
(cle nt ia z e m) を 見 い 出 した 1) 2 )｡ 本 化合物 は , 脳 血 管 に 選 択性が 高 い だ け で
な く , 代謝的 検討 よ り 脳組織 へ の 移行性が ジ ル チ ア ゼ ム よ り 高 い こ と
3 )か ら ,
脳血 管障害 治 療薬 と して 適 し た 性質を 有 し て い る と考 え ら れ た o
本研 究 の 前半 で は , ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳 血 管障害 治 療 薬 と し て の 可 能性 を 検
討 す る 目 的 で , ヒ ト の 脳 卒中 に 類 似 し た 症状 を発 現 す る 脳 卒中易発 性高血 圧 自
然 発症 ラ ッ ト (S IRSP) を主 に 用 い , ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳 卒中 に 対す る 作 用 を薬
理 学 的 に 検 討 し た ｡ ま た 本研 究 の 後半 で は , イ ヌ 摘 出 血管 を用 い て ク レ ン チ ア
ゼ ム の 血 管選 択 性 を 検討中 に 脳動 脈 お よ び冠 動脈標本で 近 年 注 目 さ れ て い る 内
皮依存 性 血管 弛緩因 子 (E DR F) が 関与 す る 興 味あ る 現 象 を 見 い 出 し た o こ れ ら
の 現 象 は ク レ ン チ ア ゼ ム を 含 む カ ル シ ウ ム 括 抗薬 の 優 れ た 脳 お よ び 心臓 の 循環
改善 作用 を説 明す る 一 現象 と 考 え ら れ た の で , こ の 現 象 の 機序 に つ い て も 薬理
学 的検討 を加 え た ｡
- 1 -
第 一 幕 .ラ
17 ト脳 虚血 モ デ ル を 用 い た 薬 理 学 的研 究
第 一 草 食壇 負 荷脳 卒中易 発 牲高血 圧 自然 発 症 ラ ･タ ト の 脳 卒 中 に 対 す る
ク レ ン チ ア ゼ ム の 予 防効 果
1. 緒言
ク レ ン チ ア ゼ ム ((十)(2s, 3s)- 3 - a c etoxy - 8- ch lo r o- 5- [2 1 (dimethyla min o)
ethylト2, 3- dihydr o- 2 - (ト n etho‡y phe nyl)- 1, 5- be nzothia z epin - 4- (5E)- o n e
m ale ate) 紘 , 1, 5 - ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 誘 導 体 と し て 近 年合 成 さ れ 4 ), そ の カ ル シ
ウ ム 桔抗 作 用 は ウ サ ギ の 摘出 腸 間膜 動 脈 標本 に お い て 電 気 生 理 学 的 に 確認 さ れ
て い る 5)6 )｡ ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム は イ ヌ 摘 出脳 底 動 脈 に お い て セ ロ ト ニ ン ,
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンF2 α , オ キ シ - モ グ ロ ビ ン , U- 4 6 6 1 9(ト ロ ン ポ キ サ ン A2/
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン I 安 定 誘導 体) な ど の 血管 作 動 物 質 に 対 し て 抗 撃締 活性 を
有 し , こ れ ら の 作 用 は ジ ル チ ア ゼ ム よ り 強 力且 つ 持 続 的 で あ っ た
1)
｡ 種 々 の 高
血 圧 モ デ ル に お い て も , ク レ ン チ ア ゼ ム は 車力且 つ 持続的 な 降庄 作用 を示 し7) ,
さ ら に , 麻酔犬 に ぁい て は末 栴動 脈血 流 に 比 べ 椎 骨 動脈 血 涜 を よ り 強 く増 加 さ
せ る 性質 を示 し た 2
)
｡ 興味 深 い こ と に , ク レ ン チ ア ゼ ム は そ の 高 い 脂 溶性 の た
め に ジ ル チ ア ゼ ム よ り す ば や く中枢 神径 系 に 移 行 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
3)
0
そ れ 故 , 著 者 ら は ク レ ン チ ア ゼ ム の こ れ らの 性質 が 脳 血 管 障 害 の 治 療 に 適 し て
い る と 考 え た ｡
岡本 ら に よ り 開 発 さ れ た 脳 卒中易 発 性高 血 圧 自 然 発 症 ラ ッ ト (S ERSP) は , 数
カ月 以 内 で 脳 卒 中 を 発現 し , 典型 的な 脳 出血 ･脳 梗 塞 を示 す こ と よ り脳 卒 中研 究
の 有 用 な モ デ ル と 考 え ら れ て い る
8 ) g )
｡ こ の ラ ッ ト に お い て , カ ル シ ウ ム 括抗
秦 , ア ン ジ オ テ ン シ ン 変換酵素阻害薬 , β - 遮断薬 な ど の 化合物 は 有意な 降圧 を
起 こ さず に 脳 卒中 を抑制す る こ と が 報告 さ れ て い る 1 0 ) l l ) 1 2 )｡ し か し , こ れ ら
実 験 で は 用 い られ た 薬 物の 投与量 は 降圧 作用 を示 す 十分 な 用 量 と 考 え ら れ , 且
っ 血 圧 測定 も摂 餌 ･ 摂水量 が 少な い 明斯 13 )にtai 卜c uff法 の み で 測定 さ れ て い る
こ と か ら , 著者 ら は こ れ ら の 化合物 の 脳 卒中予 防効 果 に 降 圧 作 用 が 寄 与し な い
と い う結論 に は 疑 問 を 感 じた ｡ 従 っ て 本章 で は , まず 始 め に ク レ ン チ ア ゼ ム の
食 塩 負荷SIRS P にお ける 脳 卒 中予 防効 果 を確 認 し , さ ら に 脳 卒 中 予防効 果 を 示 す
用 量 で ク レ ン チ ア ゼ ム の 降圧 作用 を 詳 細 に 検討し た ｡
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2. 実 験材 料 お よ び 実畢方 法
2_ 1 使 用動 物お よ ぴ 一 般条 件
実験 に はO ka m oto - Aok i
､
str ainの SIR より 分 離さ れ だs m s p( 近轡大 学医学 部 ,
岡本 教 授 よ り 供与) を使用 し , こ れ ら の ラ ッ ト は マ ル ゴ リ サ ー チ サ ー ビ ス で
繁殖 飼育 し た ｡ 雄 性sIRSP(世 代 F 7 8. F7 9) をト5週 で 離乳 し , 実験 開始 日ま で
標準飼 料 (cE - 2, 日永ク レ ア) で 飼 育 した o 標準 飼料中 の カ リ ウ ム , ナ ト リ ウ
ム
, 蛋 白質 の 含量 は , そ れ ぞ れ 重量 比 で 0. 98 %, 0. 3 9%, 2 4. 8 % であ っ た o 実 験
期 間中 は , 脳 卒 中発 現 を促 進 す る 目的 で , 8%食塩 を 標 準 飼 料 中 に 混 合 し た 高 食
塩飼 料 で 飼育 し た 1 3)14 )｡ ク レ ン チ ア ゼ ム の 投 与 (3 0 0, 1 0 0 0p pmは , 約3 0, 10 0
ng/kgに 相 当) は , こ の 高食 塩 飼 料に 添 加 す る こ と に よ り 投与 し た ｡
2. 2 脳卒 中発 現 率 , 死 亡率 , 耽 葡斯 血 圧
1 1適齢 の 時点 で 5 4匹 のS 耳R S P(2 1 8- 2 90g) を 3 群 に 分 け た : 食 塩 負荷群 ,
3 0 0ppm , 10 0 0ppm ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 ｡ 実験 期間中 ( 食塩 負 荷後8 週 間) ,
脳 卒中発 現 , 死亡 , 体重 ･摂餌量 を 毎 日 調 べ た ｡ 脳 卒 中の 発 現 は 疫 撃 , 過 敏 性 お
よ び 極端 な 自発 運 動 量 の 低 下 の 発 現 に よ り 確認 し た ｡ 収 縮 斯 血 圧 は , 明斯 に 週
2 回 , tai 卜c uf f法 に よ り測定 し た (1 0:0 0 AM- 3:0 0 P M, . Veda U SM- 10 5一 旦, 植 田
製 作 所) 0
2_ 3 無拘 束条 件 下 に お け る 直接法に よ る 血 圧 の 日 内変動
1 8適齢 の 時 点 で 1 0匹 のS ‡R S P(2 5 0- 3 32g) を 2 群 に 分 け た : 食 塩 負 荷群 ,
1 0 0 0ppm ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 ｡ 食塩 負荷 3 週 間後 に 動脈血 圧 を無 拘 束条件 下
に 直 技法 で 測定 し た ｡ 動脈 カ テ ー テ ル は , 以下 の よう に 埋 め 込 ん だ o 食塩 負荷
5 日後 に ラ ッ ト を ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム (5 0 ng/kg, i. p . ) で 麻 酔 し ,
ポ リ エ チ レ ン カ テ ー テ ル (P ES O) を左 大腿 動脈 よ り 腹部 大 動 脈 ま で 挿入 し埋 め
込 ん だ ｡ カ テ ー テ ル の 他端 は 頚背部 で 体 外 に 導 出 し , カ テ - テ ル に は ヘ パ リ ン
溶液を 満 た し た ｡ 手術 後 , 抗 生 物質 ( ド - ペ ン , ダ ラ ク ソ)･を 下 肢 に 筋 肉 内投
与 し た ｡ 動脈 血 圧 紘 , 動脈 カ テ ー テ ル を 圧 ト ラ ン ス ジ ュ ー サ (MPG- 0. 5, 日本 光
蛋) に 接 続 し , 連 続 的 に 測定 した ｡ ラ ッ ト は , 実験 期 間前 お よ び期間中 , 個 別
に 12時間 の 明暗 サ イ ク ル 下 で 飼 育 した ｡ 平 均血 圧 は , ア ナ ロ グ デ ー タ 集積装 置
(W P R- 1 0 0 0, BI O S) を 用 い 3 分 毎 に 記 録 し た ｡
ク レ
_
ン チ ア ゼ ム の 血 祭中濃度 は , 他 の SI RSPを用 い て 連 続 投 与1 0日目 に 明斯
ゝ
(l l:0 0 AM- 1 2:00 PM) お よ び時期 (2:00AM- 3:0 0 A M) に 採 血 し , 測定 し た .
簡単 に 記 述 す る とI mlの 血祭 を5 mlの エ ー テ ル , シ ク ロ - ヰ サ ン 混 液 (8:2) ,
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2 mlの E2HP O3お よ びp. 1 ml の内部 標 準 物 質 (8 - メ チ ル ジ ル チ ア ゼ ム) と 混 合
し , そ の 混 液 を 5 分 間振 蕩後2 0 00rpm で 5 分 間遠 心分 離 し た ｡ そ の 水 層 をEPL C
シ ス テ ム (LC 6A, 島津) を 用 い て 分析 し た o EPL Cの 条件 は , カ ラ ム :Hypersil
- O D S, 移 動相 : o. 1%ト リ メ チ ル ア ミ ン : ア セ ト ニ ト f)
-
ル (7:3) ,.検 出波長 :
2 45n 7n と し た o
2. 4 範 織学 的 所見
.
お よ び血 液 化 学
13週 齢 の 時点 で 2 4匹 のSfIRS P(2 2 8- 2 90g) が 3 群 に 分 け た : 対 照 群, 食 塩負
荷群 , 1 0 00p pm ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 o 食 塩 負荷 3 週 間後 , ラ ッ ト を エ ー テ ル
吸入 で 麻 酔 し た o 血 液 を腹 部大 動脈 よ り 採 取 し , 血 液中の 生 化学 的 パ ラ メ ー タ を
自動分析 装 置 に よ り分析 した ( 血小板数 , プ ロ ト ロ ン ビ ン 時間 , フ ィ プ リ ノ ー
ゲ ン : Sys m ex ”- 2 0 0 0, Sys n e x, 全 コ レ ス テ ロ ー ル , ト リ グ リ セ リ ド, ア ル ブ ミ
ン
, 尿素 窒素 : I ita ch 卜7 0 5, 日立 , Na＋, 瓦＋ , Cl
‾
: ASTRA - 4, Be ckm a n)
一
o 脳 は ,
1 0% リン 酸緩 衝 液 を 含む 中性 ホ ル マ リ ン を1 10c ¶ ‡20 で心 臓 内 湾 流 法 に よ り 固 定
し た ｡ 腎 臓, 心 臓 , 大動脈 , 肝臓 , 牌 臓 , 肺臓 お よ び 副 腎 は , 摘出 後 リ ン 酸緩
衝液 を 含 む ホ ル マ リ ン 液中 で 固定 した ｡ こ れ ら の 臓器 は パ ラ フ ィ ン 抱埋 後切片
と し , へ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ オ ン (I E)､ お よ ぴpe riodic a cid- Sch i f f(FA S)
で 染 色 し た ｡ 脳 病変 は , 乳頭 体 の 冠 状 横 断 切片 を 光 学 顧 微 鏡 下 で 調 べ た ｡ 腎病
変 は , 中 央横 断切 片 に つ い て 検討 し , そ の 切片 に お け る 異 常 な 糸 球 体お よ ぴ フ
ィ プ リ ノ イ ド壊死 を生 じ た 小動 脈 (径15 0〟 m以下) の 数 を 数 え た ｡ 大動脈 の 血
管肥 厚 は , 大 動脈 壁 の 厚 さ を 測定 す る こ と に よ り 評 価 し た ｡ 心 肥 大 は , イ メ ー
ジ ア ナ ラ イ ザ ー (LロZ e ‡, 2D, ニ コ ン) を用 い , 左 心 室 の 横断切 片 の 面積 を 測 定
す る こ と に よ り 評価 し た ｡
2. 5 珠計 解析
結果 は , 平 均 値 ± 標準誤 差 で 表 し , Tukey法 に よ る 繰 り 返 し の あ る 分散分析 お
よ びstude nt の t- 検定 を適宜 用 い た o 統計的 有意性の 基 準 は , p く 0. 0 5と した o
2. 6 使 用 薬物
ク レ ン チ ア ゼ ム ( マ レ イ ン 酸塩) は , 田辺 製薬 (樵) 有機化学 研 究所 で 合 成
し た ｡
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3. 結果
3_ 1 脳卒 中発 現 率 , 死亡率 , 耽蘇 斯 血 圧
Fig. 1 に食 塩 負 荷s HR SPに お け る 脳卒 中発 現 率 , 死 亡 率 に 対 す る ク レ ン チ ア ゼ
ム 処 置 (30 0, 10 0 0p pm) の 効 果 を 示 す . 食 壇 負荷 群 だ お い て , 脳卒 中 は食 塩負
荷2. 5週 間後 に 始め て 発 現 し た (Fig. 1 top) ｡ 脳 卒 中 の 初 期症 状 は , 繰 り 返 し
の 前肢 持 ち 上 げ , 上 半身 の 捻 転 な ど の 塵 撃 様 症状 で あ っ た ｡ 脳 卒 中 を 起 こ した
ラ ッ ト は
,
ほ と ん
.
ど脳 卒中後 1 週 間以 内 に 死 亡 した (Fig. 1 Bot tom) ｡ 一 方 ,
ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は脳 卒中 お よ び脳 卒 中 に 関連 し た 死亡 の 発 現 を 用 量依 存的
に 遅 延 さ せ た ｡ 特 に , 川0 0ppmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 で は ま っ た く 死 亡 は 認 め
ら れ ず , 脳卒 中 も 実験 終 了時 ま で に18例 中 1 例 の み に 認 め ら れ た だ け で あ っ た
(Fig. 1 top a nd bot to m) ｡
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g. 1:Effects ofcle ntia z e m o ntheincide n c e ofstroke and stroke_r elated
m ortality in s alt-loaded stroke-pron e spo ntane o u sly hy perte nsiv e rat
(SHRS P)･ Rats w?refed a n8
0/o N aCldiet with a nd witho ut cle ntia ze m
(300, 1000p pm lnthe diet, o r30, loo m g/kg/d) at l lw e eks of age.
8 %N aCl, - : 8 %NaCl ＋ 30 0p pm cle ntia z e m,
N aCl＋ 1000p pm cle ntia z e m.
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8 %
F ig. 2 に美顔期 間中 のtai l- c uff法 に よ る 収 縮斯 血 圧 と 体 重 ･ 摂 餌量 の 推 移 を 示
す ｡ 実 験 開 始時 に は 3 群 間の 収 縮斯血 圧 に 差 は な か っ た ｡ そ の 後 , 食塩 負 荷 2
週間 ま で に 収縮 期血 圧 は わ ず か に 上昇 し た ｡ 1 0 0 0p pmク レ ン チ ア ゼ ム 群 の 収縮
期血 圧 は , 実験 終 了時 ま で 高 い レ ベ ル を 維 持 し た ｡ じ か し , 食 塩負 荷群 お よ び
3 0 0p pTnク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 で は , 収 縮 斯 血圧 は 全 身 症 状 が 悪 化 す る に つ れ て
徐々 に 低 下 し た (F ig. 2 top) ｡ 体 重 お よ び 摂餌 量 は , 食 塩 負荷 群お よ び30 0
ppmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群で は 脳卒 中 の 発現 と共 に 減少 し た が , 1 0 0 0p pmク レ ン
チ ア ゼ ム 処 置 群 で は 減少 しな か っ た (F ig. 2 mi d dle , bot tom) ｡ 脳 障害 ( 脳出
血 ま た は 海 綿 様 変 化) は , 死 亡 し た す べ て の ラ ッ ト の 大脳 皮 質 に 肉 眼 的 に 認 め
ら れ た ｡
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g. 2:Influ e n c e ofcle ntia z e m o n systolicblo odpre ss u r e,body w eightand
food intakein s alt-loaded stroke-pron e sponta n eou sly hy pe rte nsive r at
(S HR SP)･ Rats †er efed a nd 8
0/o NaCldiet with a nd wiho ut cle ntia z e m
(300, 1000p pm lntbediet, or30, 100m gノkg/d)at1 1w e eks orage. Syst olic
blo od pr ess u rew a s m甲S ured bythetail-cuffm ethod･ Ea chv alu e r epr es e nts
m e a n± SE M or18rats . Nu mbersin par e nthes esindic ate the n um be ror
r ats.
*
p < 0.05vs. 8 % NaCl-lo adedgr o up. ●:8 % NaCl, □:8 % NaCl 十
300p pm cle ntia z e 皿, ○:80/o NaCl＋ 100 ppm cle ntia z e m.
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3. 2 無拘 束条 件下 に お け る 直接法 に よ る 血圧 の 日 内変動
F ig. 3 に無 拘 束条 件 下 に 測定 し た 食塩 負 荷 群 お よ び1 0 0 0p pmク レ ン チ ア ゼ ム 処
置群 の 直 接法 に よ る平 均血圧 の 日 内変 動 を 示 す ｡ 明斯 に は 両 群 の 血 圧 に 差 異 は
認 め ら れ な か っ た が , 時期に は1000 ppmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 の 血 圧 は食塩 負
荷群 よ り 有意 に 低 か っ た . 食 塩負荷群 の 平 均 血圧 は , 時 期 に は250 m n lgぐら い
ま で 一 時 的 に 上 昇 す る こ と が あ っ た が , ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 で は そ の よ う な
重篤 な 高血圧 は観察 さ れ な か っ た ( 図示せ ず) ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム 投 与1 0日 後 の
血祭 中 レ ベ ル は ,.
3 0 0ppmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 で 明斯 に0･ 5± 0･ 2 5 ng/ml, 暗
■
斯 に2. 7 ±0. 2 5 ng/ml(各 7 例) , 10 0 0p pm ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 で 明斯 に
2. 2±0. 48 ng/ml, 時期 に10. 2±0. 5 2 ng/Ⅶ1 ( 各8 例) で あ っ た ｡
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g･ 3: Effe ct of clentia z e m o n m e a narterialblo odp.r e s s u r e as m e a s ured
bythedir ectm ethod u nder afr e ely m ovingc ondition lnSalt
-lo adedstroke-
pron espo nta n eou slyhy pert
.
e nsiv e r at(S H R S P)･ Ratswerefed a8 %N aCl
diet withand witho utcle ntla Ze m(1000p pm in thediet or1000mg/kg/d)
at18w e eks ofage. Blo odpressu r e wasm e asu r ed 3weeksa触 r salt
-1o ading･
Ea ch v alu e repre sents mea n ± SEM of 5rats･
*
p < 0･05vs･ 8 % NaCl-
lo adedgroupt Clentiaz e msignific antlylow er edthe m ean arterial blood
pres su rein da rkphase･ ○:8 % NaCl, ●:8 % NaCl＋ 1000p pm cle ntiazem ･
3_ 3 離 礁学的所見 お よ び血 汲化学
組 織学 的所見 を検討 し た 際 , 脳 卒中 を 発 現 し 明 か な 異常行動 を示 し た ラ ッ ト
は食塩 負荷群 で 8 例中 3 例 に 認 め られ た が , 対照 群 お よ び10 0 0pp皿 ク レ ン チ ア
ゼ ム 処 置 群に お い て は 認 め られ な か っ た ｡
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F ig. 4 にそ れ ぞれ の 群 に お け る大 脳新皮質 の 典型 的 な 顧 微鏡写 真 を 示 す o 食 塩
負荷群 で は大 脳 皮 質部 に 出血 , グ リ オ ー シ ス , 海 綿様変化 が 観蒸 さ れ た ｡ ま た ,
そ の 部位 に 小動脈 の フ ィ プ T) ノ イ ド壊 死 も観察さ れ た (F ig.4 B,C) o こ の よ う
な 重 篤 な 変化 は , 対照群群 お よ ぴ1 00 0p p7n ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 で は 認 め ら れ
な か っ た (Fig. 4 A. D) ｡
ン ヽ■■
｢■`ー
r
ip-.:
'･
.･
:tr,･ ー
,iも
二発声･】
鯵一志 . , ,I - F 1.
鞄 4.･ Rq)rcse nt&tivc micrographs ofthe cerebralcoztex ill St mke-prpzIC SPO ntan eOtJSIyhy pert ensiye ra[t(S tZ R S P). RatsWerefeda n o r m al diet ora %
NaLCldietWith a7Id witho utde ntiaヱe 血(locoppn o r1 0 0rnEndd)at1 3w eeks ofa8C, T he tisstleSpeCim e71SWere Obt血 cd 3Ⅶ 詑ks afte r s alt-lo adins
血 dst且ined wi th he a m t o xァIin e osil). Pzn elJL
･
00 ntrol, n o abnor rD alitiesw 亡柑 SeC n(× 50). PaJtel a: salt-Ioaded即(和p,he m oT7hges aJldede m awere se e n
in the cerebralco rte x(×5 0): PanelC: emirgB m e ntOf Pa nelll,gliosis,spo n8IOtic cha nges a ndne -tic changes Ofs m a皿arteriesv eTe Se eZl(×2 0 0)･ Pa71el
D.' clen1 姐Z eJn(10 Oppn)-treat edgrotLP, n O abno rm alitieswere n oted(×5 0).
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Tab le l に乳 頭体冠 状横断切片 に'ぉ け る脳 病 変 の 発 現率 を示 す q 食 塩 負 荷群 で
紘 , グリ オ ー シ ス , 海綿様変 化 , 浮腫 , 小動脈 の フ ィ ブ リ ノ イ ド壊死 が 認 め ら
れ た o 1 0 0 0p pylク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 で は , こ れ ら病 変 の 発 現 率 は 抑 制さ れ て
い た ｡
F ig. 5 に各群 に お け る 腎皮質の 典 型 的 な顕 微 鏡 写 真 を示 す ｡ 対 照群 で は , 小葉
間動脈 に お い て わ ず か な 動脈 肥厚が 認 め られ た (Fig. 5, A - 1) が , 糸球体 , 尿細
管に は 明か な 変化 は認 め られ な か っ た (Fig. 5, A - 2) ｡ 食塩 負荷 群 で は , 血 管平
滑筋 の 求心 性細胞 増殖 や , 小 葉 間動脈 な らび に 他 の 小動脈 の フ ィ ブ リ ノ イ ド壊
死 (Fig. 5, B - 1) , 腎小 体 崩壊 お よ び 尿 細管 内 の タ ン パ ク 円柱 形 成 (Fig. 5, B - 2)
が 認 め ら れ た . 10 0 ppmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置で は , こ れ ら の 病変 は 抑制 さ れ て
い た (F ig. 5, C - 1, C - 2) .
Table 1:Pr e v e ntiv e effe cts ofclentiaze m on in cide n c e ofce r ebr al le sion s
in S H R S P.
Co ntr ol 80/o NaCl
8 % NaCl
＋ clentiaze m
1 000p pm
Glio sis a ndspo ngl Otic changes
1 n C O rte X 0/8 5/8･ 0/8
Ede m ain n on -infhr ctedr eg1 0 n S 1/8 6/8 0/8
Ne cro sis ofthala mic n e u r o n s
Fibrinoid n e c r o sis ofsm all
a rte ry
Plasm a- pe r m e ationin n o n-.
infa r cteda rte rialw all
0/8
9/8
6/8
4/8
4/8
8/8
0/8
0/8
8/8
Valu es r epr ese ntin cide n c ein 8r ats. SHRSP, stroke- pr o n e spo nta n eou sly
hype rte nsiv e rats.
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鞄 5･･ Represe ntative microgr aphs ofthe reTLalco r 政in stroko-prone spo nt且rLe O uSlyhy perte nsive r ats(甲 R S P)I Ratsw erefed8 nOr Zrla dieto r all8 %
NaCl dxetwith a Jld withotltde ntia z eTh(10 00ppm o r10 0血 脚 d)atI3w eeks ofage. T he tISS u e SPeClm eZ1S W er e ObtaiIled 3w e eks a氏ef S alt-lo adins
andstained wi th FAS. Pan el A-).I coコ1trQl,izLterlobular al
l
(errshow edsli8hlhy pertr ophy(x 25 0). Pa nel A-2I CO ntrOl, n o ab一10 r n aJltieswere s mil) the
Elo m e nllus alldtlr mifen zs tllbnes(× 2 50), PaJICB-JI Salt･1o aded qotlp,tlleiTlte rlob11 aTarte rySho 甥dcD n CeTLtTichy perplasia and 丘brlnOid n e c r()si
(× 25 O), Pa n el B12ISalt･lo adcd8和Llp,thegloln erl山IS 血 ow edn e cr otic cha n島es Or COllapse oftlLts, Protein ace o us c astsw ere n oted in tIrinife ru s tllbtles
(x 25 0)･ Pan el C･): clentia ze n･lre &tedBてOtlp, nO abn or m alities w er obseryed ex cept slighthy perlT Ophy oftheinterlobuhr artery(x2 5 0)I Pa n el C-2:
clentiaz c m-treated go up, n o abn o m alilleSWere ELOted in theglo m ez
'
ultlS aZLdt mifenlS(×2 5 0)-
Fig . 6に 各切片 に お け る ′J､動脈障害 な ら び に 異常糸球 体の 発現率 を示 す o 食塩 負
荷群 で は 小 動脈お よ び糸球 体 の 著 し い 異常 が 認 め られ た o 100 p pnク レ ン チ ア
ゼ ム 処 置群 で は , こ れ ら の 変化 は 抑制さ れ て い た ｡ 心 臓 , 大 動脈 , 肝臓 , 牌 軌
肺威 お よ ぴ副腎 の 組織所見 に お い て 食塩 負 荷群 で 血管肥 厚 が観察 さ れ た o 100
p pmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群で は , こ れ ら検 討 した す べ て の 臓器 に お い て 血 管肥
厚 が 抑制 さ れ て い た (Table 2 , 大 動脈の 結果a) み 示す) o 3 群 の 間 に 左 心 室
の 横断切片 の 面 掛 こ差 は 認 め ら れ な か っ た (対照 群 : 64. 0±4. 4 7n n
2
, 食 塩 負荷
秤:65. 0 ±4_ 8 n n2 , 100 0ppnク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群: 62. 9±6. 6 n n
2
, n
= 8) ｡
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e m o n r e n alcha nge sin s alt-loaded str oke-pron e
spo ntane ouslyhypertensIVe ra t(SH R SP). Ra tsw e refed a n o r mal diet or
a n8 % NaCl diet with a nd witho ut clentiaz e m(1000p pm or 100mg/kg/
a)at13 weeks ofage. The tissu especim e n s we
.
re obtain ed 3w eeks after
salt-loading and st ained with he m atoxylin eosln･ Ea ch value r epre se nts
m e a n± SE Mof 8r ats･ *p < 0･05v s･ contr olgroup. Salt-lo ading signifi-
c a ntlyinduced renalda mages･ Cle ntiaze m preve ntedthese change s.
Table2:T hickness ofa ortic wallin SHR SP.
Group
Thickn ess ofaortic wal(pm)
T ho r a ci Abdomin al
Co ntrol 100.6 ±1二6 84.3 士1.8
8 % NaCl 113.3±l.3* 99.1±3.1*
8 % NaCl＋ cle ntiaz e m ･ 99.8 士2.4 86.2±3.0
Valu e s a re m e a n± S E Mof 8r ats･ S HRSP, stroke-pr o n espo ntan e o usly
by pe rte n siv e rats; * p < 0.05vs. controlgroup.
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Table 3 に血 中 の 生 化学 的 パ ラ メ ー タ の 変化 を要約 し た ｡ 食 塩 負荷群 で は フ ィ
プ 7) ノ - ゲ ン , 全 コ レ ス テ ロ ー ル , ト T) グ リ セ 7) ド, ク レ ア チ エ ン お よ び 尿素
窒素の 有 意 な 増加 が , ま た 血 小 板数 , ア ル ブ ミ ン , Ⅳa＋, お よ ぴcl
‾
の 有 意 な 減少
が 認 め ら れ た ｡ ま た 食 塩負荷群 で は プ ロ ト ロ ン ピ ン 時 間 の 短 縮 も認 め られ た ｡
1 00 0pⅠⅧ ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群で は , 尿 中素 窒以 外 の こ れ ら の 変化 が 阻止 さ れ
た ｡
Table3:Bio chemic alpar am etersin blo od of S H R S P.
Co ntr ol 8% NaCl
8% NaCl
＋ cle ntia z e m
1000ppm
Plateletc o u nt (104/il) 48.3±3.4 28.2±6.7* 49.2±4.7
Pr othr o mbintim e(s) 14.8±0.1 14.0±0.l* 15.0±0.I
Fibrinoge n (mg/dl) 236±3 386±24* 230±7
Totalchole ste r ol (mg/dl) 49±l 136±11* 53±1
Triglyc e ride (mg/dl) 52±4 121±20* 14±2*
Albu min (g/dl) 4.8±0.0 3.8±0.1 4.5±0.1
Ure a nitr oge n (mg/dl)A 18.0±0.4 26.9±1.3* 26.1±0.9*
Cr e atinine (mg/dl) 0.57±0.02 0.68±0｡02* 0.58±0.02
Na＋ (mEq/1) 142±0 13 9±1* 142±0.0
K ＋ (mEq/I) 4.0±0.I 5.3士0.5 4.3±0.1
Cl‾ (mEq/I) 108±l 1 02±1* 107±0.0
Valu e s a r e m e a n± S E Mof 8r ats. S H R S P
,
str oke-pr o n e spo nta n e o u sly
hype rte n sive r ats.
*
p < 0.05vs. c o ntr ol.
4. 考 察
本章 の 実験 に よ り , ク レ ン チ ア ゼ ム 慢性処 置 (3 0 0ppm, 1000p pm) は食塩 負荷
sⅡ･RSPの 脳卒中発 現 を抑 制す る こ と が明 か と な っ た ｡ 著者ら は , 当初ク レ ン チ ア
ゼ ム 処 置がtail- c uff法 で は 降庄 作用雀 示 さ な か っ た こ と よ り , 脳卒中抑制効 果
に はク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 降庄作 用 が 関 与 し な い と 考 え た ｡ し か し , 今 回 の 実
験で 強力 な脳卒中抑制効果 を示 した ク レ ン チ ア ゼ ム の 混餌投与 量 (1000ppm)
紘
, 強制経口 投与量 に 換算す る と十分 な 降庄 作用 を発現 す る用 量 (1 0 0mg/kg)
で あ る こ と6 ), ま た 血圧 が 摂餌 ･摂 水量 の 少 な い 明斯13 )に 測定 さ れ て い る こ と ,
さ ら にtaiト c uff法 は ラ ッ ト に ス ト レ ス を与 え る こ と な ど を 考え 併せ る と , ク レ
ン チ ア ゼ ム に よ る 脳 卒中抑制効果に 降庄 作用が ま っ た く 関与 し な い と い う結論
に は疑 問 が 持 た れ た ｡ こ の 点 をさ ら に 検 討 す る 目的 で , 著者 ら は 無 拘 束状態 に
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お け る 脳 卒 中 発堺 前 ( 食塩負 荷 3 週 間 後) の 動 脈 血 圧 を 直 接 法 に よ り IAT] 定し た ｡
そ の 結 果 , 明期 の 血 圧 はtai卜 c □ff法 で の 成 績 同様 , 1 0 00p pm ク レ ン チ ア ゼ ム 処
置群 と 食 塩負 荷 群 の あ い だ に 有意 な 差 は認 め ら れ な か っ た ｡ し か し , 時 期 に は
食 塩負荷群と 比 較 し て ク レ ン チ ア ゼ ム 投 与群 で 有 意 な降圧 が 認 め ら れ た ｡ こ の
結果 は 時 期に は 摂餌量 が 多 く , ク レ ン チ ア ゼ ム の 血 中 濃度 が 上 が り , そ の 結果 ,
血圧 が 低下 し た と 考 え ら れ る ｡ 今 回の 実験 で は ク レ ン チ ア ゼ ム の 血 祭 レ ベ ル を
測定 し た が , 予想 ど お り 明期 よ り 時期 に お い て ク レ ン チ ア ゼ ム 濃度 が 高い こ と
よ り , こ の 考 え は 支持さ れ た ｡ 食 塩負 荷S H R S Pな ど で 認 め られ る 悪性 高血 圧 は ,
タ ン パ ク 漏 出 , 脳 浮 腫 , 内皮 細 胞 障害 を 伴 っ た 血 管 肥 厚14
)そ し て 恐 ら く 側 副 血
行路 の 機能障害1 5 )を引 き 起 こ す重 要 な 因 子 で あ り , こ れ ら の 変 化 が 後 に 脳 梗 塞
を引 き起 こ す と考 え ら れ て い る ｡ し た が っ て , 今 回 の 実験 で も ク レ ン チ ア ゼ ム
に よ る 降 庄 作用 が , 食 塩 負荷s ⅡRS P の脳 卒 中 予 防 に 寄与 し て い る こ と は 十分 考 え
ら れ る . 最 近 , 食 塩 負荷sERSPに お い て カ ル シ ウ ム 桔 抗薬 , ア ン ジ オ テ ン シ ン 変
換 酵素 阻 害薬 , β 一 遮 断薬な ど の 血 管 拡 張 薬が , 有意 な 降圧 を示 さ ず に脳 卒 中 を
予防す る こ と が 報告 さ れ て い る1 0 )Il l) ･1 2 )｡ こ れ ら の 研 究 で は 降庄 作用 以 外 の
機 序が 脳 卒中 予 防 に 寄与す る こ と を強 調 し て い る が , こ れ ら の 実 験 で は薬 物 は
飼 料ま た は飲 水中 に 添 加さ れ , 血圧 測 定 はtail - c uf f法 の み で 行 わ れ て い る (恐
らく 明斯 に) ｡ 今 回 の 著 者 ら の 結果 は , 他 の 血管拡張薬 で も 血 圧 を詳細 に 検討
す る と , 血圧 が 低下 し て い る 可 能性 を示 唆 し て い る ｡
今回 の 実験 で
.
は , 脳 ･ 腎臓 , そ の 他 の 臓 器 の 初 期 病 変を 調 べ る 目的 で 食 塩 負 荷
3 週 間後 に 組 織 学 的検討 を 行 っ た ｡ そ の 結果 , ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は 脳実質の
障害 だ け で な く , 調 べ た 全て の 臓器 の 血 管 肥 厚 ま た は フ ィ プ リ ノ イ ド壊死 を抑
制 し た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る こ の 好 ま し い 作用 が , 降圧 作用 に よ る 結果 な の
か , 他の 作用 に よ る の か 結論 づ け る こ と は 困難で あ る ｡ し か し , 培養 血管平 滑
筋を用 い た 実験 に お い て SIRS Pの 増殖速 度 は そ の 対照 ラ ,y ト で あ る肝ista r
Eyoto ラ ッ ト よ り 速 く , 血圧 が 関与 し な い 条 件下 で もS mSPの 血 管 平 滑筋 の 増 殖
能 が高 い こ と を 示 し て い る ｡ ま た , こ の 増殖 能 はⅣa＋添 加 に よ り 促 進 さ れ る
16)
0
こ の よ う に , 血 管肥 厚 の 進展 に は血 圧 ばか り で な く , Ⅳa十な ど の 因子が 直接 , 血
管平 滑筋 に 影響 し て い る 可髄性が 高 い ｡ 興 味 深 い こ と に , 笹 生 ら は 動脈硬 化 を
起 こ し た ウ サ ギ 大 動脈 か ら得 た 増殖 能 が 高 い 培養 平滑 筋に お い て , ク レ ン チ ア
ゼ ム が , こ の 増 殖 を抑制す る こ と を 報告 し
▲
て い る 17 )｡ そ れ 故 , こ の ク レ ン チ ア
ゼ ム に よ る 直接 的 な 血 管平滑筋 増殖 抑制 作 用 が , 今 回 の in viv oに お け る 血 管肥
厚抑制作 用 に 寄与 し , 能卒中予 防 に も関 与 し て い る の か も し れ な い ｡
ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置は , ま た 食塩 負 荷s E R S P にお い て 腎 蔵 の 組 織学 的病 変 を 抑
制 し た ｡ こ の 所見 は , 食 塩負 荷 に よ り 血 中 の ク レ ア チ ニ ン , 全 コ レ ス テ ロ ー ル ,
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ト リ グ リ セ リ
'
ド が 増 放 し , こ れ ら の 変 化が ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 に よ り 抑 制 さ れ
た と い う 血 液化学 の デ ー タ と 一 致 す る o ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 全 身 血 圧 の 低 下
は , 糸 球 体 に か か る 圧 負荷 を 抑制 す る の で 腎保護 に 寄与 す る と 考 え ら れ る が ,
こ れ に 加 え て ク レ ン チ ア ゼ ム は そ の 脂溶性が 高い た 広脳 ば か り で な く 腎実質 に
も長 く留 る こ と が で き3 ), 細胞 障害因 子 と し て の カ ル シ ウ ム 過 剰 蓄 積を 抑 制 し
て い る 可 能性 が あ る ｡ こ の よ う な ク レ ン チ ア ゼ ム の 高 い 組 織耕 和性 が , 腎保護
な どの 組 織障害保 護作用 に 重 要な の か も し れ な い ｡
Grie sら 1 8) は , S‡R S P の脳 卒 中発 現 に 対 す る い く つ か の 降 圧其 の 予 防効 果 を 調
べ た ｡ 彼 ら は , こ れ ら の 薬物 が 同等 の 血圧 降下 作用 を 示 す に もか か わ ら ず , カ
ル シ ウ ム 持抗 薬 と β 一 連 断薬 が 利 尿 薬 お よ び ヒ ド ラ ラ ジ ン よ り生 存率 を 延 長 す る
こ と を見 い だ した ｡ こ の 相 違 は , 心肥 大 に 対 す る 抑 制 効 果 の 差 で 説 明 さ れ て い
る ｡ し か し な が ら , 今 回 の 実験 で は ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 と 対顔群 の 問 に 心 肥
大 に 対 す る 差 は 認 め られ な か っ た ｡ こ の 相 違 を明 らか に す る た め に 更 な る 検討
が 必 要 で あ ろ う ｡
5. 小括
食塩 負 荷 脳 卒 中易発性高血 圧 自 然発 症 ラ ッ ト (SH R SP) を 用 い て 血 圧 , 脳 卒 中
発現 , 死 亡 率 お よ び脳 ･ 腎 , そ の 他 請 臓器 の 組 織学 的 変化 に 対 す る ク レ ン チ ア ゼ
ム 慢性処 置 の 影響 を検討 し た ｡ 薬物未 処 置 群 で は , 体 重 お よ ぴ 摂 餌 童 の 減 少 を
伴 っ て 食 塩 負 荷 3 週 間以 後 に 死 亡 し始 め , は と ん ど の ラ ッ ト (18例 中16例) は
食塩 負荷 8週 間後 ま で に 死亡 した ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム の 慢性処 置 (30 0, 10 0 0p p
m) は用量 依存 的 に 脳 卒中発現 お よ び死 亡 を 抑制 し た ｡ 脳 卒 中発 現 が 抑制 れ て い
る 時期 に お い て , ク レ ン チ ア ゼ ム の 降庄 作 用 は , tai トc uf f法 ( 明斯) で は確認
で き な か っ た が , 無 拘束下 の 直接法 に よ り 血 圧 の 日 内変動 ( 食 塩負荷3週 間後)
を調 べ る と1 0 0p pmク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 で は , 時期 の み に ク レ ン チ ア ゼ ム の
血中濃度 の 上 昇 を 伴 っ た 有意 な 降庄 作用 が 認 め ら れ た ｡ 組 織学 的検討 (食 壇 負
荷3 週 間 後) の 結 果 で は , 1 0 00p pTnク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 に よ り 脳 ･ 腎 の 嘩害 抑 制 ,
お よ び検 討 し た す べ て 0.臓器 に お け る 血 管 肥 厚抑制
が 認 め ら れ た o
こ の よ う に , ク レ ン チ ア ゼ ム は食 塩 負荷s ⅡR SPの 脳 卒中発 現 を 抑制 し , 脳 ･ 腎
障害 な ら びに 血 管肥 厚 も抑制 し た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る これ ら の 好ま し い 作
用 に は ク レ ン チ ア ゼ ム の 有す る 降庄 作 用 お よ ぴ 臓 器保護作 用 が 関与 し て い る も
の と 思 わ れ る o
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第 二 尊 厳 卒 中発 症 後 の 脳 卒 中易兼 任 高 血 圧 自然 発 症 ラ ･, ト の 神軽 症状
並 び に 脳 故 殺薪変 に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム の 作 用
1. ♯言
脳卒中 易発 性高血圧 自然発 症 ラ ッ ト(S‡RS P)は 高 血圧症 そ し て 脳 卒 中の モ デ ル
と し て ユ ニ ー ク な 動物 で あ り , そ の 病態 は ヒ ト と 類 似 し た 性質 を 有 し て い る8)
19)
. こ れ ま で 多く の 研究 に よ り , こ の Sm SP は脳 卒中 の 病砦 生 理 の 解明 お よ び
脳卒 中抑制物質の 検討 に お い て 優れ た モ デ ル 動物 で あ る こ と が 明 らか に さ れ て
い る ｡ 前章 に お い て , 著者 ら は 食塩 負 荷s‡R SP にお い て 新規1, 5 - ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ
ン 系カ ル シ ウ ム 括 抗 薬ク レ ン チ ア ゼ ム が 脳卒 中発 現 を 抑制 す る こ と を 明 ら か に
した ｡ し か し , 培 床 で は脳 卒 中後 か ら 薬 物 が 投 与 さ れ る の で , 治 療 効 果 の 実験
が よ り 臨 床 を 反 映 し て い る と 考 え ら れ る ｡ そ こ で 本 章 で は , 脳 卒 中 を発 現 し た
SIRSPを用 い ク レ ン チ ア ゼ ム の 治 療 効 果 (後投 与) を検討 し た ｡
現 在 , 脳卒中患 者 (特 に 急 性期) に 血管拡 張 剤 を使 用 す る こ と は ス チ ー ル 現
象 に よ る 脳 循環 障害20 )や 脳 血流 の 自動 詞 節能 不 全2 1 )を 引 き起 こ す 可能性 が あ
り 議論 が 多 い o 力 ん シ ウ ム 括抗薬 に 関 し て も実験的2 2 )お よ び臨床試 験2 3 ) 2 4) 2
5) 2 6) に お い て 脳血 管障害 に 対 し て 有効性が 報 告 さ れ て い る が , 別 の 研究 で は 好
ま し く な い 作 用 も報 告 さ れ て い る 1 1 ) 1 2 ) 1 3 )｡ そ れ 故 , 本研 究 で は こ の 議 論 も考
慮 し て SIRSPの 脳卒中急 性期 の 治療 効 果 に つ い て も検 討 を 加 え た .
2. 実験方法お よ び実験 材料
2- 1 使 用 動物 お よ び樹 育 , 実験 条件
実 験 に は 岡本教 授(近畿大 学 医学部)よ り 供与 さ れ , マ ル ゴ リ サ ー チ サ ー ビ
ス で 繁殖 ･飼 育 した13 - 1 9適 齢 の 堆性s ⅡR S Pを 使 用 した ｡ SIR SP は, 脳 卒中発 症を
促進 さ せ る 目 的 で 通 常 の 粉末 飼料(cE- 2, 日本 ク レ ア)に8 %食 塩 を添 加 し た 高食
塩食 を 与 え た ｡ 飲 水 は , 水道 水を 自由 に 飲 ま せ た ｡ 脳 卒中 を発 現 し た ラ ッ ト は ,
直ち に 高 食塩 食 を 普 通食 に 戻 し , 薬効 の 検討実験 に 供 し た ｡
2- 2 脳 卒 中発 症お よ び薬 効 の 判定
神軽症状 の 観察 は , 実験期 間中毎 日 行 っ た(Fig. 7). 6 0c m 四 方の ス テ ン レ ス
ス チ ー ル の 台上 で ラ ッ ト1 匹当り 2 - 3 分 か け て 観 察 し , 一 部 改変 し た 永岡 ら
の 神経 ス コ ア 法 (Table 4) 3 0 )に 基 づ い て 明 か な 神経 症状 (2 以上 の ス コ ア)
を 呈 した 個 体 を 脳 卒 中発 現 と 判断 し た ｡ 脳 卒 中 の 症 状 を呈 し た 個 体 は 直 ち に 乱
数表 に 従 い 群 分け し た ｡ す べ て の 個体 は個別鰐 育 と し , 神経症状観 察と 同 時 に
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体重 も毎 日 測 定 し た ｡･実 験最 終 日(脳 卒 中発 症 か ら2 8日後)に は す べ て の S ⅡR SPの
脳 を エ ー テ ル 麻 酔下 で 中性 ホ ル マ リ ン を 用 い 濯流 固定 した ｡ そ の 後 , 放 血 致死
さ せ 腎臓 を摘 出 し て10 % リン 酸緩衝液 を含む 中性 ホ ル マ リ ン に よ り 固定 し た ｡
脳 は固定 後, 大脳 表面の 梗塞や 出血 の 有無 を調 べ , ぎ ら に 乳頭 体 の 位 置 で 冠 状
横 断切片 標 本 を作 製 しpe riodic a cid- Sゎi f f(F A S) 染色 を 施 し鏡 検 し た ｡ 腎 も同
様に 冠 状 横断切片 を作製 しP A S染色 後 , 鏡 検 し た ｡ 以 上 の 薬 効 の 検 討 ほ す べ て
single blindの 条 件下 で 行 っ た ｡
Table4 Sc orin･g syste mjTor n e u rologic evalu atio n
Sco re Ne u r ol gl C Sympto m s
0
1
2
3
4
No r m al
Slightde c r e a s ein m oto r a ctiv lty
or slight e x cite m e nt
Co n v ulsio n(to nic oTClo nictype s),
m a rked de cr ease ln m oto r
a ctiv lty, m a rked hy pe r a ctivity
Ou mping c a u s ed byto u ching
stim uli)
Un ableto w alk, hindlimbpa r alysis
Unableto sta nd witho ut s uppo rt
2- 3 実験 プ ロ ト コ ー ル
プ ロ ト コ ー ル の 概略をF ig. 7 に示す ｡ 図の 如 く , 脳 卒中 を発現 し た ラ ッ ト は対
照 群 , 薬物投与 群 に 分け , 用 量設 定 試 験 お よ び急 性期 ･ 亜 急 性期 投与 の 実 験 を実
施 し た ( 後 述) 0
2- 4 用 量 設 定 実巌 (Fi､g.
T, A)
1 6週 齢 の 雄性sIR S Pを 用 い て 2 回 の 実験 を 行 っ た (実験 1 : 1 5. 3 0mg/kg, p . o . ,
n =5 2, 実験 2 : 3, 3 0mg/kg, p . o . , n =5 5) ｡ い ず れ の 場合 も 脳卒 中発 症後 , 乱数
表 に 従 っ て 3 群 (対照群 , ク レ ン チ ア ゼ ム 3ま た は15mg/kg, 3 0mg/kg投与群)に
分け , ク レ ン チ ア ゼ ム を-1:日 2 回 (9:0 0
- 1 0:0 0AM, 4:00- 5:0 0PM), 28日 間経
口投与 し た ｡
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'
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cle ntiaz e m3 1 5 3 0m /k
untre ated
Ne ufo/ l
'
c a/stud
2 8(Day)
B
1
Ac ute a nd s uba c utetr e atm e nt
stroke
D iet
hic]ht-s a一t diet n orm al diet
H/
'
sto/og/
'
c alstudy
Tre atm e ntof
cle ntiaz e m15mgA(g千
acute
s ubac ute
S u ∝ eS SNe
u ntre ate
'
Ne u r o 0 /
'
c a stud
1 0 2 8(Day)
Fig･ 7 protoc ols ofthe dose-findJ
･
ng studyfor
su c東‾s sjvetreatm e nt withcJe ntiaz e m(A)andof
tre atm entin diffe r e nt phas e s(a c ute a nd s ub-
a c ute)o n neu rologic a nd histo[ogic deficits of
m a一e stroke-pr o n espo nta n e o us一y hype rte nsiv e
rats(S H R S P)aged 13- 18 w eeks withahl
'
sto ryof
str oke(a).
2- 5 急 性 期 ･ 亜急 性期 投与美顔 (Fig. 7, B)
18適齢 の 雄性sⅡRSP 63匹 を用い た ｡ 脳 卒中発症後上 記 と 同 様 に し て 4 群( 対 照
群, 急性期投与群 , 亜急 性期投与群お よ び 連 続投与群)に 分けた ｡ 用 量 設 定 試 験
の 結果よ り得 られ た ク レ ン チ ア ゼ ム の 至 適用量1 5ng/kg, b. i. 也. を 前 述 の よ う に
経 口投与 し串. 急 性期投与群 で は 脳卒中発 症直後 よ り 7 日 間, 亜 急 性期投与群
で は発 症後1 0日 目 よ り1 8日 間 , ま た 連 続投与群 で は発 症直後 よ り2 8日 間ク レ ン
チ ア ゼ ム を経口 投与 し た ｡
2- 6 収砺斯血 圧 お よ び 心拍数
ク レ ン チ ア ゼ ム の 降庄 作用 を調 べ る 目的 で , 別 の 雄性SⅡRSP 2 4匹 を 用 い て
tai トc uff法 (38℃ , 10分間加温 , Ⅹ打- 210, 夏 目製作所) に よ り収縮 期血 圧 お 串
び 心拍数 を測定 し た ｡
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2 - 7 使用 薬物
` ク レ ン チ ア ゼ ム (マ レ イ ン 酸 塩) 紘 , 田 辺 製薬 ( 樵) 有 機 化 学研 究 所で 合成
し た o 薬 物 ほ イ オ ン 交換水 に 溶解 し , 体重1 0 0g当 た り 1 mlの 容量 で 経 口投与 し
た ｡
2- 8 抹 計 解析
神経症 状の ス コ ア お よ び体重変化は , 平 均 お よ び標 準誤 差 で 表 示 し た ｡ 結果
は Er u skal- Yallis緩ま た は 一 元配 置分散 分 析 に よ り 統 計処 世 さ れ , Schef fe
te stに よ り 危 険率 5 %
●
以 下 を 有 意差 あ り と 判 定 し た ｡
3. 結果
3- 1 用 量 設 定実毅
Fig. 8 に脳 卒 中発 症後 の 神経症 状 に 対 す る ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 の 影 響 を ス コ ア
で 示 す ｡
A. B
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Fig.8 Effe ct of s ucc e s sive o ralclentja ze m administr ation
o什‾-n e-uI(ologJ CS C Ore･ Cle ntiaze m15a nd 30mg/kg,twicedaHy
(b･i･d･)(A)I PIentia z e m3 a nd 30mg/kg b･i.d. (a).
'
p < 0.0 5
a nd
' '
p< O101, s lgnific antdiffere n c efr o mu ntreatedgro up. A
and B:Untr eatedgroup(solidcircles);A, cle ntia z e m15 mg/
kg orally(pl o.)b･i･d･(opentriangle s)and 30mg/kg p. o. b.J
'
.d.
(open circles). B: CIentia z e m3 mg/kg p. o. b.i.d. , (so‖d
squ ar e s)and 30mg/kg p. o. b.i.d.(ope n circle s).
高食塩 食 で 餅育す る と , 1 週 間以 内に 典型 的 な 脳 卒中症状 を示 す 個体が 現 れ 始
め
, 食 塩 負荷開始後10- 20日 目の 間 に 脳卒 中 を発 症す る個体が 最 も多か っ た ｡
脳卒中 の 主要 な 症状 は , 周期 的な 前足 の 挙 上 , 周 期的 な 上 半身 の 捻転 , 細か な
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全身 性の 震 せ ん 等 の 疫撃 様 症 状 で あ っ た o 脳 卒中 発現 時 の こ れ らの 症状 ほ ,.逮
常食 に 戻す と 一 過 性 に 回復 し た が , 再 び類 似 の 神 経症 状 を 呈 し 始め , 実験 最 終
日 ま で 悪 化 し た 状 態 が持 続 し た o 一 方 , ク レ ン チ ア ゼ ム 投 与群 で は用 量依存 的
に 神経症 状 が 改善 さ れ , 1 5, 3 0mg/kg投与群 の ス コ ア は 投与 開 始約 1 週 間後 よ り
低 い レ ベ ル で 推移 し た ｡ ま た , 3mg/kg投 与 群 で も対 照 群 に 比 べ ス コ ア は低 値 を
示 し た が , 1 5, 30mg/kg両 投与群に 比 べ る と 改善効 果 は 小 さ か っ た ｡
Fig. 9 に実験 期間中 の 体 重 推移 に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム 投与 の 影響 を示 す ｡ 対
照群 で は 高食 塩 負荷 に よ り 減 少し た 体重 は , 脳 卒 中発 現後 普通 食 に 戻 し て も ほ
と ん ど回復し な か っ た ｡ 一 方 , ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 で は 用量 依存 的 な体重 の
回復 が 認 め ら れ た ｡ 尚, 実験 期間中に 死 亡 し た ラ ッ ト は , 実験 1 (F ig. 9, A) で
は対 照群 で16例中 8 例, ク レ ン チ ア ゼ ム 15mg/kg群 で16例 中 2 例 , S ong/kg群 で
15例中6 例 実験 2 (F ig. 9, B) で は対照群 で1 6例中 3 例 , ク レ ン チ ア ゼ ム
3mg/kg群 で16例中 2 例 , ク レ ン チ ア ゼ ム,3 0ng/kg群 で16例 6 例 で あ っ た o
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fe re n cefro m u ntre atedgr o up･
- 1 9 -
Fig. 1 0 に実験 終 了時 ( 脳卒 中発症 後28日 目) に お け る 対 照 群 お よ び ク レ ン チ
ア ゼ ム 3 0mg/kg処置 群 の 脳 冠状 切片 の 光学 顕 微 鏡 に よ る 組 織 所 見 の 代表 例 を 示 す 0
対照 群 で は 皮質 郡 に 浮腰 , 梗塞 , 神 経細胞 の 液胞 化 が 認 め ら れ , 動 脈穿 通 枝 で
は フ ィ ブ リ ノ イ ド変性が 認 め ら れ た (Fig. 1 0, A, B) ｡ こ れ ら の 病理 変 化 は , 非
梗塞部 の 動脈 フ ィ プ リ ノ イ ド 性 壊死 を 除 い て ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 に よ り 抑 制 さ
れ た (F ig. 1 0, C, D) 0
rA,a
C,D
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Fig. 10 Typic al histologic ap-
pe a ra n ce of brain on day28af
-
te rfirst stroke in s troke-pron e
spo nta n e o u sly hy pe rte nsive
rats(SH RSP)untre ated(A, orig-
inal m agnificatio n x60),(a,
origin al m agnific atio n x1 5 0),
a nd tr e ated with clentia z e m30
mg/kg(C･ origin a[ m agnific?
-
tion x60a nd D, origjn aLm agm
-
fic atio n x1 50). Periodic a cid-
Schiffstain lng.
Table 5 に実 験終了 時 に お け るS m SPの 脳 組織変 化と そ の 発 現 率 に 対す る ク レ
ン チ ア ゼ ム 処 置 の 効 果 を 示す ｡ 対 頗群 , ク レ ン チ ア ゼ ム 15, 3 0mg/kg処 置群 の 肉
眼 的所見 に よ る 大 脳 皮質表面 の 脳 梗塞 お よ び脳 出血 の 発現 率 は そ れ ぞ れ8 1%,
38%, 7%で あり , ク レ ン チ ア ゼ ム は 肉眼 所見 に よ る 脳 組織変化 の 発 現 率 を用 量 依
存的 に 抑 制 し た ｡ ま た 鏡検 に よ る 組織所見 の 検 討 で も , ク レ ン チ ア ゼ ム は 対照
群で 多発 し た 大 脳 皮質 , 延 髄 , 視 床 , 海馬 の 浮腫 性変 化 , 脳 室 拡 大 な ど を用量
依存的 に 抑 制 した ｡
Table5 Ejfe ct ofchro nic tr e atm e nt with cle ntiaze m o n c e r eb al le sio n sin S H R S P
with histo ry ofstroke
Untre ated
Para m eter gro up
Oraltre atm e nt with cle ntia ze m
(mg/kgb.i.d.)
15 30
No. ofanim als
Perce ntage ofanim als with infar ctionin
co rticals u血 ce
Sur vivalo nday 28a鮎 r 丘rststroke
Perc ent喝 e Ofanim als withbistologlC
cha nges(in spe cted fo r s ur vi ing anim als)
Ede m a orn e o c o rte x
Infarctio n, m ala cia, a nd cavitatio n of
n eocorte x
E de m a a nd m ala cia ofc erebral m edulla
Ve ntric ulardilatatio n
E de m ain n e rv efiberlayer of
bip poc a mpus
Va c u olatio n ofn erv e c ellsin de ntate
gym s of bippo c a mpu s
lnfarctio n a nd malacia､ofthala mus
Fibrin oid dege n e ration ofarteriesin
n o ninfarcted ar e a
16
81
8
88
63
88
63
88
75
16 14
38 7
14 8
21 25
43 13
21 0
29 0
14 13
21 1ヰ
75 57 38
100 93 100
S H R S P
,
str oke -pr o n e spo nta n eo usly hyperte nsiv e rats;b.i.d. , twic ed aily.
Fig. 11 に実験終 了 時に お け る 対照群 お よ びク レ ン チ ア ゼ ム 30mg/kg処 置 群の 光
学顕微鏡 に よ る 腎組織所見の 典型 例を 示 す ｡ 対照 群 で は 顕著 な 小動 脈の 肥 厚 ,
糸球 体硬化 , 蛋白 円柱 の 出現 が 認 め られ た (Fig. ll, A, B) . 一 方 , ク レ ン チ ア
ゼ ム 処置 は 糸球体 の 虚脱 ･ 硬化 を除き , 腎臓 の 組織病変 の 発 現 を 抑制 した (Fig.
ll, C,D) 0
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Fig. 11!Ty pic al microgr am of
kidn ey on day 28 afte rfir st
str oke in stroke-pr o n e spo nta ･
neo u sly hy pe rten sive r ats
(SH R SP)untre ated(A･ or!･gPal
m agnificatio n x75; a, o rlgln al
m agnific ation x1 5 0) a nd
tre ated withcle ntiazem 30mg/
kg(a, o rigin al m agnification
x60;D, orlgJn al m agnific ation
x1 50). Pe riod ic a cid･ Schiff
staining.
Tab le 6 に実験終了 時 に お け るSHR SPの 腎組織変化と そ の 発現 率 に 対 す る ク レ
ン チ ア ゼ ム 処 置 の 効 果 を 示す ｡ 対照群 で は 全 例 に 小動 脈 の 肥 厚 ･ フ ィ プ リ ノ イ ド
壊 死 , お よ び糸球 体硬化 ･ 壊 死性変化が 観察 さ れ た ｡ ま た 尿細管 萎紡 や 蛋 白円柱
も認 め ら れ た . 一 方 , ク レ ン チ ア ゼ ム 処置 は 糸球 体障害 の 出現 率 に は影響 し な
か っ た が , 他の 腎組織障害を 明 ら か に 改善 した o ク レ ン チ ア ゼ ム 3mg/kg処 置群
に お い て も1 5, 30mg/kg投 与群 同様に 脳 お よ び腎の 組織学的 検 討 を行 っ た が , 覗
か な 組 織障害の 抑制 は認 め ら れ な か っ た(デ ー タ 示 さ ず)0
- 2 2 -
A,a
C,D
Table6 Ejfe ct ofchronic tre atm e nt with cle ntiaze m o n r e n alle sionsin SH RS P･with
histoTy Ofs troke
Untreated
Para m eter gro up
Oraltre atm ent with cle ntia z早m
(mg/kgb.i.d.)
15 30
No. ofanim al$ 8 14
Perc entage ofa nim als with r enal bistologlC Cha nge s
Thicke ning o rfibrin oidn e cro sis ofs mal l
arterie s
Tubular atrophy a nd interstitial rlbr osis
Collaps e ofglo m erula rtufts o r
glo m er ulos cle ro si
Protein a c e o u s c asts
100 43 25
38 0 13
100 100 100
13 0 0
A bre viatio n s a sin Table 2.
3 - 2 急性期 ･ 亜急 性斯 投 与 実族
Fig. 12に 脳 卒中発 症後 の 神経 学的 ス コ ア に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム (1 5mg/kg)
の 急性 期 お よ び亜 急 性期 投与 の 影 響 を 連続投与 の 結果 と共 に 示 す ｡
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Fig･ 12Effe ct of a c ute (A) and suba c ute(a)
tテさatm e
'
nt with cle ntia z e mon n eurologlC S C O r e
in str oke-pr o n e spo･nta n e o u slyhype rte n sive r ats
(S H R S P)withahisto ry ofstr oke. Expe rim e ntsA
a nd Bw e r epe rfo r m ed sim ulta n e o u sly;datafo r
n o ntr e at巾 e nt a nd s u c c e s siv etr e atm e nt with
cle ntia z e min A a･nd B w e r ethe s a m e. Each
v a山e is m e a n ±S E. ★p < 0.05･o r
★ ★
p < 0.01,
sJgnific a nt diffe r e n c efr o m u ntre ated group.
Cle ntia z e m-1 5mg/kg o r ally twic edai(y(p. o.
b.i.d.) (ba rs). a cute tr e atm e nt days 1- 7(ope n
?qu a r e s), syba c utetre atm e ntdays 10
- 28(s olid.
s9U a r e S)･ S u c c e s siv etre atm e nt days ト28(s olid
clr Cle s), u ntre ated(ope n cir cle s).
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前述 の 用 量 設定 実験 と 同 様 に , 対照 群 で は 観 察 期間 中高 い ス コ ア が 持続 し , ク
レ ン チ ア ゼ ム 連 続 投 与 群 で は 投与 開始約1 週 間 で ほ ぼ 0 レ ベ ル に 達 し神 経 症状
は著 しく 改善 した o 一 方 , 急 性期 投 与群 で は脳 卒 中発 症 直 後 1 週 間 の 投与 期 間
中 に , ス コ ア は ほ ぼ o レ ベ ル ま で 低 下 した ｡ 休薬後 , 徐 々 に 神経 症 状 は 再発 し
神経 学 的 ス コ ア は 若 干増 加 し た が , 対 照群 に 比 べ て 実験 期 間中 , 低 値 に 維 持 さ
れ た o 亜 急 性期投 与群 で は投与開 始前 は高 レ ベ ル の ス コ ア で あ っ た が , 脳 卒 中
発症後1 0日目 か ら の ク レ ン チ ア ゼ ム 投与に よ り 急 激 に ス コ ア は 低下 し , 投与 開
始約10日 後 に ほ ぼ 0 レ ベ ル に 達 し た ｡
Fig. 1 3 に脳 卒中 発 症 後 の 各 群 の 体重変化 の 推移 を 示 す ｡ 対 照 群 で は食 塩 負荷
に よ り減少 し た 体 重 は脳 卒 中 後普 通食 に 果 し て も ほ と ん ど 回復 し な か っ た が ,
ク レ ン チ ア ゼ ム 投 与群 で ほ い ず れ の 群 に お い て も , 投 与期 間 に 対 応 した 回 復を
示し た ｡
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Fig. 13 sequ e ntialcha nge sin body w eightofthe u ntre ated,
ac ute tr e atm ent, and suba c ute tre atmentgrわups ofstroke-
pr o ne spontan eo u slyhypertensive r ats･ Each valu eis m e an
± S E.
'
p < 0･0 5and p < 0･01, sLgnific a ntdifferenc efrom
untre atedgroup. CIentia z em 15 mg/kg o rallytwic edaily(pl o.
b.i.d.)(ba rs), a c utetr eatm entdays ト7(ope n squ are s), sub-
a cutetr e atm entdays1 0-2 8(s o一idsqu a r es), s u c c e
.
s sivetre aト
me ntdays ト28(s o一id circles), u ntr eated(open c[ rcle s)･
Table 7 に実 験終了時 に お けるSⅡRSPの 脳 組織変化と そ の 発 現 率 に 対す る ク レ
ン チ ア ゼ ム (15mg/kg) の 急 性期投与 お よ ぴ亜 急 性期投与の 影響 を 連 続投与 の 効
果と 共 に 示 す . 大 脳 皮質表面 の 肉眼 的 な観察 で は ･, 障害 の 発 現 率 は 対顔 群 ,
ク レ ン チ ア ゼ ム 急 性期投与群 , 亜 急性期投与群 お よ ぴ連 続投与群 で そ れ ぞ れ
85%, 46%, 46% お よぴ15% であ っ た . 顧微鏡所見 で は , 対照 群 で 多発 し た 皮質 ･ 髄
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質の 浮腫 お よ び梗 塞 , 脳 室拡 張 は , ク レ ン チ ア ゼ ム の 亜 急 性期 お よ び連 続投与
で 著 明に 抑制 さ れ , 急 性期投 与 で も抑制傾 向 が 認 め ら れ た ｡ し か し , 視 床 の 梗
塞お よ び 動脈 の フ ィ ブ リ ノ イ ド変性 は , い ず れ の ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 に よ っ て
も抑制 さ れ な か っ た ｡
Table7 Ejfe ct ofacutea nd suba c ute tre atm ent with c[e ntiaze m on c e rebral le sio nsin
S H R S Pwith hl
'
sto T? Ofstroke
Untr e ated
Pa ra m eter
Oraltre atm e nt with clentia z e m(15mg/kgb.i.d.)
gro up Acute Subac ute Su cc essive
No . ofa nim als
Perc entage of a nim als with
infar ctio nin c o rtic als u rfa c e
Surviv alo nday28 afte rfirst
stroke
Perce ntage ofa nim als with
histologic chan
.
ges(in spe cted fo r
s11r Viving a n lm als)
Ede m a ofn e o c o rte x
lnfarctio ndfn e o c o rte x
E de m aofm edulla
Ventric ulardilatatio n
Infar ct ofthala m u s
Fibrin oid dege n e r atio n of
a rterie s
13 13
85 46
13 12
38
77
85
62
54
100
33
50
50
50
67
92
13 13
46 15
12 13
8
8
8
25
42
92
0
0
0
23
54
loo
Abbr eviatio n s asin Table 2.
Table 8 に実 験 終 了 時 に お けるS ⅡRSPの 腎 組織変 化 と そ の 発 現 率 に 対 す る ク レ
ン チ ア ゼ ム (1 5mg/kg) 急性期投与 お よ ぴ亜 急性 期 投与の 影響 を 連 続 投与 の 結 果
と共 に 示 す ｡ 用 量 設定 の 実験 と同様 に , 対照 群 で は 小動脈 の 肥 厚 ･ フ ィ プ リ ノ イ
ド壊死 , 尿細管萎 縮, 糸球 体硬化 , タ ン パ ク 円柱 の 出現 な ど の 病変 が 認 め られ
た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム 亜 急 性期 投与 で は小動脈 お よ ぴ尿 細管 の 障害 , タ ン パ ク 円
柱 な どの 発 現 が 連 続投 与 群と 同程度に 著明 に 軽減 さ れ , 急 性期投与 で も作用 は
弱 い な が ら抑制作用 が 確認 さ れ た ｡ し か し , 糸球 体病変 の 発現 に 対 し て は , い
ず れ の 投与群 に お い て も著明な 抑制作用が 認 め ら れ な か っ た ｡
Table8iEHectofa c ute andsuba cut e i,e a E m ent With cZe ntiaze m on ,enallesion s ofS H R SP with hz･sto, M fst,oke
ロntre ated
Or altre atm e nt ofclentiaze m(1 5men(gb.i.d.)
Pa ra m et r gr o up Acute Subactle Su c c e ssive
No. of a nim als
Pe rc entage ofa nimals withr en al histologic cha nge s
Thicke ning orfib rinoid ne c rosis ofs malla rteries
Tubula r atrophy and inte rstitialfibrosis
Co11aps e ofglo m e rula rtufts o rglom e ru1o s cle ro si
Protein a ceou s c a sts
13 12
85 50
38 33
92 75
77 8
12 13
25 23
8 8
58 61
0 8
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3 - 3 叔葡斯 血 圧 お よ び 心 拍数
Fig･ 14 にSHR SP の収 縮期血圧 お よ び心拍数 に 対 す る ク レ ン チ ア ゼ ム 経 口 投 与 の
影響 を示 す o ク レ ン チ ア ゼ ム (1 5mg/kg, 3 0mg/kg) 紘 , 用 量依存 的 に 明か な降
庄作用 を 示 し , そ の 降圧 は 2 回目 の 投与に よ り増 強 さ れ た ｡ 心 拍数 は ク レ ン チ
ア ゼ ム 3 0mg/kgの 2 回目 の 投与 に お い て , 強 い 降圧 反 射 に よ り増 加 し た ｡
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-Fig. 14Jnflu e n c e ofcle ntia z e m(open cir cle s)
1
o n systolic blo od pr e s su r e(S B P)a nd he a rt
r ate(H R)in str oke-pr o n e spo nta n e o u?Iyhy-
pe rte n siv e r ats. CLe ntia z e m1 5mg/kg (Ieft)
a nd 30mg/kg(right)w as administe r ed o r aIEy
twic edaily(p1 0 ･ b･i･d･). S B Pa nd H Rw ere
m e a su r ed bytaiトc uffm ethod･ Each v alu e lS
m e a n＋_ S E(n - 6). So m eS Ea r e within sym -
bols. Arr owsindic atetim e ofcle ntiaz e mad-
minis
r
tr atjo n. Untr e ated(v ehicle), s olidcir-
cle s.
4. 考案
脳血管障害 に 対 す る カ ル シ ウ ム 括抗其の 効 果は , 臨床 お よ び基 礎 実験 に お い
て 検討さ れ て い る が , 他 の 血管拡張剤同様 , ス チ ー ル 現 象2 0 )や 脳循環 自動詞 節
能の 障害21)を引 き起 こ す 可能性が あり , そ の 有用性 に は 議論が 多 い ｡ 本 章で は ,
こ の 点 を 明 ら か に す る 目 的で 脳 卒中を発現 したS‡RSPを用 い て ク レ ン チ ア ゼ ム の
治療効果 を検討 し た ｡ 今回の 結果 よ り , ク レ ン チ ア ゼ ム の 経 口 投与 (3, 15, 30
ng/kg) は 用 量 依存的 に 脳 卒中発現 後の S‡RSPの 神径症状 お よ び 脳 , 腎 の 組 織学
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ミ宕態′
的変 化を 抑制 す
■
る こ と が 明 か と な っ た ｡ 加 え て , ク レ ン チ ア ゼ ム の 急 性 ･ 亜急 性
期投与 (15mg/kg, p ･ o ･ ) は , 共 に 脳卒 中後 の 障害 に 対 し て 改善 効果 を示 し た ｡
こ の 脳 卒 中 モ デ ル に お い て , 薬物 未処置 群 で は 痘撃 様 の 神経症 状 (ス コ ア :
2) が 最 初 の 脳 卒中症 状 後 も し ば し ば観 察 さ れ た ｡ そ の 中 で 約5 0%の ラ ッ ト に お
い て , 神経症 状 が さ ら に 悪 化 し た (ス コ ア : 3ま た は4) ｡ 加 え て , 実 験 終 了
( 脳 卒中 後28日 目) 時の 脳 の 組 織学 的 変化 は , 前 章 の 予 防 効果 実 験 で 観 察 さ れ
た脳 卒中発 現 時 の 組 織学的変化 と 比 べ る と よ り 重 篤 で あ っ た ｡ こ れ ら の 知 見 よ
り脳 卒中後 の 障害 は 進 行性 で あ る と考 え ら れ た ｡ 今 回 の 実験 に お い て ク レ ン チ
ア ゼ ム 後処 置 は , 脳 の 組織学 的変化 お よ び 神軽症 状 を 抑制 し て い る こ と か ら ,
ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は , 脳卒 中後 の 脳 病変 の 進 行 を 抑 制 し た と考 え ら れ る ｡
今 回の 実験 で ･ ク レ ン チ ア ゼ ム の 有効量 (1 5m革/kg, 3 0mg/kg) は , SHRSP にお
い て 明 か な 降庄 作用 を 示 し た (Fig. 1 4) ｡ 急 激 な 全 身血 圧 の 低 下 は 脳 卒 中急 性
期で は脳 血 流 障害 を引き 起 こ す 可能性 が 考 え ら れ て い る の で , こ の 用量 で 改 善
効 果が 認 め られ た こ と は , た い へ ん 興 味深 い ｡ 用 量 設 定 試 験 に お い て , ク レ ン
チ ア ゼ ム 30ng/kgの
■
投与 は15mg/kgよ り 死 亡 例 が 多 か っ た こ と か ら3 0mg/kgは過 用
量 で あ っ た と考 え られ る が , 著者 らは 初め3 0mg/kgの 投与 で は 急 激 な 降圧 に よ り
急激 が脳 血流 低下 が 生 じ , そ の 結果 と し て 死亡 例 が 多か っ た 可 能性 を 考 え た ｡
し か し , そ の 後 の 組 織学 的検討 で ク レ ン チ ア ゼ ム 30mg/kg投 与 は , 15mg/kg投与
よ り脳 組 織病変が 軽度 で あ っ た こ と か ら , こ の 可 能性 は な い と 断 定 した ｡ 前章
の 予 防効 果 実 験 で は ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 (3 00p pm, 1 0 0 0p pn) は 食塩 負 荷S E R SPの
脳卒中発 現 を 抑制 し , そ の 抑制に は ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 降 庄 作用 が 一 部 寄与
し て い る 可 能性を 報告 し た ｡ そ れ 故 , 今BJの 実験 で も ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 降
圧作用 が 神経症状 の 改善 や脳 組織病変 の 抑 制 に 寄与 し て い る 可能性 は考 え られ
る ｡ 今後 , 本 モ デ ル に お い て ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 降圧作 用 と 脳 血 涜 の 関 係 に
つ い て 更 に 検討す る 必 要が あ る ｡
ク レ ン チ ア ゼ ム の 別 の 好ま し い 作用 は 腎病変 の 抑制 で あ る ｡ 永 岡 ら 2g) は 腎臓
の 機能不 全 が 食塩 負荷s‡RS Pの 脳 卒 中発 現 に お け る 重 要 な 因子 で あ り , 腎 を保 護
す る 薬物が 脳 卒中 発現 を 抑制す る と 報告 し た ｡ 今回 の 実験 に お け る 腎 の 組織 学
的変化 は , あ まり 重 篤 で は な っ か た が , ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 脳 保護 に は腎 の
組織変化 の 抑制 が 寄与 し て い る 可 能性 は 考 え られ る ｡ 体 重 の 回 復 も ク レ ン チ ア
ゼ ム 処 置 で 促 進 さ れ て お り , こ れ は浮 腫 や 他 の 増 悪 因 子 に よ る も の で ほ な か っ
た ｡ 体重 に 対 す る 好 ま し い 作用 もク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 脳 , 腎 の 保護作用 が 関
与 し て い る の か も しれ な い ｡
他 の カ ル シ ウ ム 括抗薬 や 血 管拡 張 剤 が ク レ ン チ ア ゼ ム と 同 様 に , 組 織 保護 作
用 を有す る か どう か は た い へ ん 興 味 が あ る が , 今 回の 実験 で は 他の 血管 拡張英
一 2 7 -
と の 比鞍 は行 わ
'
な か っ た ,o し か し , 我 々 が 行 っ た 予 備検討 で は 食 塩 負荷s 方正S P i羊
お け る ク レ ン チ ア ゼ ム (1 0Ⅷg/kg, p. o .) の 脳 卒中 予 防効 果 は , ジ ル チ ア ゼ ム
(S ong/kg, p ･ o ･ ) よ り 強か っ た . ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム は ジ ル チ ア ゼ ム よ り 選
択 的 に 脳 血管 を 拡 張 し1 ), ク レ ン チ ア ゼ ム の 高 い 脂 溶性 に よ り , ジ ル チ ア ゼ ム
よ り 脳組織 内濃度 が 上 昇 し や す い 3) ｡ さ ら に
, B le akm a nら 3 1 )は , ク レ ン チ ア ゼ
ム に よ る 脳 保蕃作用 の 一 部 は 脳 実質 に 対す る 直接 作用 で あ る と 報告 し て い る ｡
こ の よ う に , ク レ ン チ ア ゼ ム は脳 保護 作 用 に 関 し て ジ ル チ ア ゼ ム り 優れ た 作用
を有 して い る と考 え ら れ る ｡
脳 卒中 に 関す る 動物 モ デ ル を使用す る場 合 , 動物 と ヒ ト の あ い だ の 病 因論 的
な違 い を 考 慮 し な けれ ば な ら な い ｡ 今 回 の 実験 で は , 個体 間 の 類 似 した 神経 症
状 お よ び 組 織学的 変化 は 明 ら か に 高 血 圧 に よ り生 じ て お り , こ れ ら はSH丘SPの 遺
伝学 的 な 同等 性に 基 づ い て い る ｡ 一 方 , ヒ ト の 脳 卒中 の 場 合 ,
境 の 統 一 性の 欠 如 に よ り , 脳 病 変 の 合 併症 ( ヘ ル ニ ア , 浮 腫 ,
なく , 様 々 な 全 身 的合併症 (内分秘異常 , 脳卒中後 の 高血 圧 ,
伴う o そ れ 故 , 今 回 の 実験 に お け る ク レ ン チ ゼ ム の 有効性 は ,
遺伝 的 ま た は環
欝 状 態) だ け で
発 熱 , 感 染) 杏
ヒ ト の 脳卒 中 に
そ の ま ま 外挿 で き な い ｡ しか し な が ら , 最近 , 臨床 に お い て 脳 卒中 (特 に 急性
期) で , カ ル シ ウ ム 括抗薬が 有効 で あ っ た と い う 報告 3 2)が あ り , 我 々 の 今回 の
結果 ほ , こ の よ う な 臨 床成績 を 支持 し て い る ｡
5. 小鼓
食 塩 負荷 に よ り 脳卒 中の 発 症 を 促進 さ せ た 脳 卒中易発性高 血 圧 自 然 発症 ラ ッ
ト(S m SP)を用 い て , 脳 卒中発症後 の 神経症 状 お よ び 組織学的な 障害 に 対 す る
1, 5- ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 系カ ル シ ウ ム 括抗薬 ク レ ン チ ア ゼ ム の 治 療効 果を検 討 し
た o そ の 結 果 , ク レ ン チ ア ゼ ム の 連続経 口 投与 (3, 15. 30mg/kg, b. i. d. ) は , 脂
卒中治 療 効 果 を 有す る こ と が 明ら か に な っ た ｡ し か し , そ の 効 果発 現 に は至 適
投与量 (15mg/kg) が 存 在 す る こ と が 明 か と な っ た ｡ ま た , こ の 用 量 で は ク レ ン
チ ア ゼ ム は脳 卒中 急性期 お よ び亜 急 性期に お い て も 治 凍効 果 が 認 め ら れ , 脳 循
環 に 悪影響 を及 ぼ す こ と が舞 供さ れ た 脳卒中急性 期 に お い て も 明か な 治療 効 果
を示 し た ｡ 今 回 の 結果 は , 酷床 に お け る 脳 卒中急 性期 の カ ル シ ウ ム 括 抗薬 の 有
効 性を 支持 し て い る の か もし れ な い ｡
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第 三 葦 巌卒 中易 発 牲 高血 圧 自然 発症 ラ .' ト の 実験 的脳 虚 血 に 対 す る
ク レ ン チ ア ゼ ム の 作用
1. 緒言
高血圧 は , 脳 虚 血 障害 を促 進す る 因 子 の ひ と つ で あ る . 高血 圧 自･.* 発 症ラ ッ
ト (S‡R) で は 高 血 圧患 者同様 , 脳 血 流 自動 詞 節能 が 高血 圧 側 に シ フ ト し て い る
た め ･ 両側総頚動 脈を結繋す る こ と に よ り 前脳虚 血を生 じ る3 3 )3 4 ' 3 5 '｡ しか し ,
SI丑よ り重 篤な 高 血 圧 を生 じ る 脳 卒中易発性 高血 圧 自然 発 症 ラ ッ ト (SIR SP) 8)
9)で は , 脳虚 血 に 関す る 実験 は あ ま り 行わ れ て い な い o そ こ で 本研究 で は , ウ
レ タ ン 麻 酔下 の SIRSPを 用 い て 局所 脳血 流 , 脳 波活動 , 脳 エ ネ ル ギ ー 代謝 , 脳 組
織p‡を記 録 し な が らS‡R SPの 両 側総頚動脈結染 (BCA O) お よ び 再 濯 涜後 の 代 謝 お
よ び 機能 的変化 を 検討 し た ｡
新境1, 5 - ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 系 カ ル シ ウ ム 括抗 薬 ク レ ン チ ア ゼ ム は , 脳 血 管 に
選択 的な 血管拡張 作 用 1) 2) 3 6 )を有 し , 培養 神経 細 胞 に お け る 虚 血 に 対 し て も保
護効 果 を有す る3 1) ｡ さ ら に ク レ ン チ ア ゼ ム は , 脂溶 性が 高 い た め に ジ ル チ ア ゼ
ム に 比 べ 容易 に 脳 血 液関 門を 通過 する 3 )o 今回 , Sm SPの 両 側 総額 動 脈結 染に よ
る 脳虚血 モ デ ル を 用 い て ク レ ン チ ア ゼ ム が 脳 虚血 に 対 し て 保護効 果 を示 す か ど
う か 検討 し た ｡
2. 実験材料 お よ び方法
2 - 1 使 用 動物お よ び 一 般 条 件
実験 に はOkamoto - Aoki str ain のSⅡR より 分離 し たS ‡RSP ( 近 畿 大学医学部 , 岡
本教授よ り供与) を使用 し , こ れ らの ラ ッ ト は マ ル ゴ ･ リ サ - チ ･ サ ー ビ ス で 飼
育繁殖 し た ｡ す べ て の 実験 は , 22- 3 3適 齢 の 雄性sIRS P(F8 2- F8 8世 代 , tai レ
c ロff法 に よ る 耽締 斯血 圧 : 2 2 0- 260 mmEg)
■を 用 い て 行 っ た o SE RSP は, 通 常の 実
験用 飼 料 (cE- 2, 日 本ク レ ア) で 飼育 し , 水 は 自 由 に 摂水 さ せ た ｡ 麻酔 は ウ レ
タ ン (1. 0 g/kg) の 腹 腔 申投 与で 導入 ･推 持 し た ｡ 呼 吸 は 気管切 開術後 , 挿入 し
た 気管 カ ニ ュ ー レ を介 し て 人 工 呼吸器 に よ り 維持 し た (7 0 br e aths/min , 1ml/
100g) ｡ 脳 虚 血 は , 頚部正中切 開後 , 注 意深 く迷 走神経 を剥離 し た 両側総額 動
脈を ク ラ ン プ す る こ と に よ り 行 っ た ｡ 脳虚 血 は3 0分 間維持 さ れ , 再 港 流 は ク ラ
ン プ を解除す る こ と に よ り行 ? た o 動 脈血 中の ガ ス 分圧 は , 大腰動 脈 に 留 置し
た カ ニ ュ - レ で 採 血 し た 血 液 を用 い , 血 液 ガ ス 分 析装 置 (Radio n ete r, ABL 30)
に よ り 測定 し た ｡ 体温 は be ating pad で維持 し , 実験 期 間 中 の 直腸 温 は3 6. 2 -
3 7
. O
o
C に 維持 し た . 核 磁 気共 鳴 ス ペ ク ト ル (ⅣM R) の 実 験 で は , 実験上 の 制限 に
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よ り 自発 呼 吸 下 で 行 っ た o ク レ ン チ ア ゼ ム は , l o ng/kgを 1 日 2 回 (9:0 0 A M,
5･･0 0 PM) 3･ 5日間軽 口 投 与し , 最後 の 投与 はBCAO 9 0分 前 に 行 っ た o 対 顔 群 の ラ
ッ ト に は 偽手術を 施 し , ク レ ン チ ア ゼ ム の 代 わ り に 蒸留水 を投 与 し た ｡
■
I
2 - 2 脳実質血 洗
脳実質血流 測定 用 に18匹 のSⅡRSPを使用 し た . 麻酔 後 , 頭 部を 脳 固定装 置
(SR- 6, 成茂) に 固定 し , 軟 組織 の 切 開に よ り頭 蓋 を 露出 し た o Br egm aよ り前
方 3 m m, 左 方3 mm の 位 置 に 歯科用 ドリ ル で 直 径約 2 m の 穴 を 開 け た . 脳血 涜 は
レ ザ - ド プ ラ - 血 流 計 (･La s e rFlo, BPM 4 0 3A, TSI) を 用 い 測定 し た ｡ 測定用
ブ ロ ー プ (外径:o･ 5m m) は , 特製 の バ ラ ン サ ー を 用 い て 大 脳 皮 質 に 対 し て 垂 直
に接着 し た ｡ 尚 , ブ ロ ー プ の 先端 が 軟 膜動 脈 に 接 し な い よ う に 注意 し た ｡ レ ー
ザ ー 血流 計 の シ グ ナ ル は , 時定数1. 5秒 で ポ リ グ ラ フ 上 に 記録 し た ｡ 脳 血 涜 測定
の 妥 当性 は , CO2の 吸 入 に よ り チ ェ .y ク し た ｡ 血 流 値 は , 実験 終 了 時 に 貰C l飽 和
溶 液 を静脈 内投 与 し , 心 停止 さ せ た 時 の 血 涜値 (ba s elin e) に よ り 補正 した ｡
2- 3 脳波 活 動 (EEC)
脳波 活 動用 に12匹 の SERSP を使 用 し た ｡ 脳 血 流 測定 と 同様 な 手 術 を 施 し た 後 ,
EEG周 導線 (白金 電 極) を大 脳 皮質表面 に 固定 し , 生 体電 気用 ア ン プ (B R- 5, 日
本光 電) と 接 続 し た ｡ 不関 電 極 は , そ の ラ ッ ト の 他 の 部位 に 接続 し た ｡ E EGは ,
ポ T) グ ラ フ 上 に 持続 的 に 記録 し , 1 分 あ た り の 脳 波活 動 の 振幅 (lo w c ut:0. 1s,
bigb c ut:3 0Hz) を積算後 , 結繋前値 に 対 す る % と して 表 示 し た ｡
2- 4 N M Rス ペ ク ト ル
3 1p ⅣMRス ペ ク ト ル 測定 にZO匹のS正RSPを使 用 し た Q そ れ ぞれ の ラ ッ ト を8. 9c n
径 の 表 面 コ イ ル (直径 : 8 m m) を 有 し た ブ ロ ー プ 内 に 保 定 し , そ の プ ロ - プ を
vert ic al - bo re superco ndu cting m agn et (fiel d str e ngt h, 6. SAT) を有 した
ⅣMR spe ctr o m ete r(JⅣM - G又27 0 W, JEOL) 内 に 挿 入 し た ｡ fr e eindロCtio n de c ay
pulse s eque nceは , 0. 25秒 の pBIs e r ete ntio n tim e, 表 面 コ イ ル 中心 に お ける
45度のfl ip a ngleと い う 条件 で 使用 し た o コ イ ル 5 m m前 の f l ip angleは 9 度 で
あ っ た o p‡は , phspho c r e at in eと 無機 リ ン 酸 の ピ ー ク の あ い だ の ケ ミ カ ル シ フ
トの 差 よ り算 出 し た3 7) 0
2- 5 薬物 の 血 中お よ び範境 内濃度
薬物濃度 を 調 べ る た め , 3 0匹 の SⅡRS Pを 使 用 し た . 血 祭 中と 全 脳組 織中 の ク レ
ン チ ア ゼ ム お よ び そ の 代謝物濃度 は , 前述 (第 1 章 , 2. 3) の よ う に 高速 液体 ク
ー 30 I -
ロ マ ト グ ラ フ イ.
一 に よ り 測定 し た o
2 一丁 検定
デ ー タ は , す べ て 平均値± 標準誤差 で 表 し た o 繰り 返 し.の あ る 分散分析 は対
照群と 薬物処 置群 の あ い だ の 比 較で 行 っ た ｡ そ れ ぞ れ の 実 験 に お い て , 群 と 時
間の あ い だ の 有意 な 相互 作用 は認 め ら れ な か っ た の で
, そ れ ぞ れ の 時間 に お 汁
る 有意性 を調 べ る た め の po st hoe te stは行 わ な か っ た ｡ 虚 血 中 の 2 群 間 の 比 較
に は
, 対 応 の な い Student
'
s t- te stを 行 っ た . 結果は , 危 険率 5 %以 下 を有意
差あ り と判断 し∴た ｡
2一声 使用 薬物
ク レ ン チ ア ゼ ム (マ レ イ ン 酸塩 , 田辺 製薬 (樵) 有横化 学研 究 所 で 合 成) は ,
イ オ ン 交 換水 に 溶解 し , 体重100g当 た り1nlの 容量 で 軽 口 投与 した .
3_ 結果
3-1 生 理 的変化お よ び血 中 ･ 脳内濃度
Table 9 に血 液の 生 理 学的 パ ラ メ ー タ を示 し た ｡ 自発 呼吸 お よ び人 工 呼 吸 の 両
条件 に お い て BCAO によ り 血 液のPCO2 は 低下 し , p o2は増加 した ｡
Table9 A'teriaJ Pc o2 ,Po2, a nd pH in CerebraHs che mJalndu c edby 耶 ateraJ CarotJd Artery OccJu sJo n”
StrQk81Pr o n eSpontan eo u sly Hyperte n5iv eRats
Gro up Pre･B C A O 8 C A O(3 0m h) RefTo w(1 h) Reffow (2 h)
Spontan eousrespir ation
Pco2, m rnHg
Po2, mm Hg
pH
ATtificaJre spiratio n
Pco2= nm Hg
Po2, m mHg
pH
Co ntrd
Clentiaz e m
Co ntroI
CIentja zem
ControJ
C 始ntiaze m
Contrd
Clentiaze m
ControI
Cfentiaze m
ControI
Clent泡z e m
44.9±1.3
42.5±1.1
89
,
5±4.8
88.6±0.64
7.40±0.01
ア.41土0.01
31.6±1.4
28.0±1.1
109,3±2.3
10 9.2±1.6
7.50j=0.01
7.51土0.01
33.9j:0.9
27.6±2.3
11 1.7±4
.3
11 8.6±3.5
7.46±0.01
7.36±0.02
27.7±2.0
23.9±0.9 .
1 20.8±5.5
1 25.9±4.9
7.5 2±0.0 2
7.54 ±0.01
51.8±1.2
46.3±2.5
95.5±5.5
9 0,4±1 .2
7.34土0.01
7.36±0.0 2
31.5±2.3
24.9±1.1
11 4.7土11.2
1 33.0±5,2
チ
.47±0.02
7.51土0.02
52.9±1.4
46.6土2.5
1 00.2±6.4
96.9±3.9
7.3 2±0.0 2
7.3 7±0.03
3 0.0±2.2
24.5±0.ア
1 2 0.8土8.0
134.8±8.0
7.46±0.02
7
.
51±0.02
Values are m e a n ±sEM(n三 5). B C A OindicatesbJlateraJcarotidarteryo cclusion. Clentl
'
a z e mw as admJ
'
nistered at adose of 10mg/kg
twice adayfor3･5 days ･ The 伽 af
､
do s e wa sca rried out90minutesbefore B C A O･
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し か し , そ の 変化 は 人 工 呼吸 下 で よ り 小 さ.か っ た . 血 液 の p削ま, 両 呼 吸 条件 下
で 違 い は 認 め れ な か っ た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は , 血 液ガ ス パ ラ メ ー タ に ほ と
ん ど影響 し な か っ た o
Table lO に血 祭 お よ ぴ全脳 組織中の ク レ ン チ ア ゼ ム と そ の 主 要代 謝物 濃度杏
示 し た o 脳組織で は 最終投与 直前 に ク レ ン チ ア ゼ ム を 検出 (3. 6±1. 4 ng/g) で
きた が , 血 中 で は 検出 で き な か っ た ｡ 最終投与90分 後 に お い て 脳 組 織 お よ び血
祭中 の ク レ ン チ ア ゼ ム 濃度 は そ れ ぞ れ3 3. 1±6. 8 ng/g, 6. 6±2. 2 ng/mlま で 上
昇 した o 最 終投与240分 に お い て も ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳組 織濃度 (12. 6±3. 7
ng/g) は , 血 中濃度 (2. 6±0. 8 ng/ml) よ り高 か っ た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム の 主 要
代謝物 は , 打- 脱 メ チ ル ク レ ン チ ア ゼ ム (MB- 2) 以外 , ク レ ン チ ア ゼ ム 本体 と 類
似 し た挙 動を示 し た ｡
Table10co nce ntratio n s of C-e ntta z e m a nd Tts Man Ba sfc Metabo[lte s]n Plasrn a a nd Whole Bran(Befor e, 90, a nd
2 4 0 M In山tesAfterF hal Do s e)
Before下]n af Do s e
Pla9rn a
, Bra(rl,
ng/∩L ng/g
90 M(n AfterFfn al Do s e
Plas m a, Bra(n,
ng/rTIL ng/g
240M In After FIn aJ Dos e
PTasm a, Braln,
ng/”L ng/g
Clentia zem N D
M B･1 N D
M B･2 N D
M B･3 ND
3.6±1.4 6.6±2.2
N D 6.7±1.1
N D 14.1±2.1
N D 1 2.6 ±1.1
33,1±6.8
59.1±10.1
6.4tO.8
26.5±1.7
2.6±0.8
5.6± 1.9
1 3.2 ±3.8
18.2± 7.0
12.6±3.7
4 4.2±1 9.1
4.5±1 .1
29.4±10.0
Value s are mean±S E M(n - 10)･ M B-1 indicates3-de a c etyJcfentiazem;M B-2. N･de m ethylcfe ntia zem; MB･3, 3-de ac ety( N･dem ethy(
cJentiazem;and ND･ n ot dete cted･ Clentiazem wa s administeredata do s eof10 mg/kgtwice adayfo r3･5 days I Thefin al dos ew as
c arried out 90rTlhutesbefore bilate raJc a r otid a rtery oc clusio n･
!卜2 脳 実 質血 沈
F ig. 15 に 対照 群と ク レ ン チ ア ゼ ム 投与群 に お ける 虚血 お よ び 再亜 流 後 の 大脳
皮質血 流 の 経時変化を示 した . 対照群 に お け る 大 脳 皮質血 涜 は , BC A O によ り虚
血前の 約 5 % ま で 急激 に 低下 した ｡ 再 溶液後 に は 虚血前 の172. 1 ±1 1. 5% まで 増
初 (r e a ctiv e bype r e mia) し た が , 再 港流90分 以 降 は 虚血 前よ り低 下 し た
(delaied hypope rfu sio n) o 再惑 涜190分時点 に お け る皮質血 涜 は , 虚 血 前 の
55. 7 ±11. 5% であ っ た ｡
ク レ ン チ ア ゼ ム 前処 置 は , 虚血中の 皮質血 流低 下 を有意 に 改善 し た ｡ 虚血開
始2 分後 に お け る 対照 群 お よ ぴク レ ン チ ア ゼ ム処 置群 の 皮質血 流 は そ れ ぞ れ 虚
血前値の 4. 8 j=1. 4%, 14. 1 士4. 1%で あ り , ク レ
-
ン チ ア ゼ ム 群 に お い て 有意 に 高 値
を 示 し た (pく0. 0 5) くFig 1 5,top right pa n el) ｡ ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置
はdelayed hypoperfu sio nも有意 に 改善 し た o
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fic a n ce betw e e nthe tw o
gro ups･ r e spectiv eJy･ Top rightpa n el, m agnjfi-
c atio n of Jo c aJ c e rebr a一 b一o od flo w cha nge s
du ring-s che mia･ fs che mia w asindu c ed bybト
(ate ra(c a r otidartery o c clu sio n(B C AO)in rats
u nde r u r etha n e a n e sthesia, a nd c e r ebr albro od
fro w wa s m e a s u r ed witha fa s e rDop pler
flo w m et r.
3 - 3 脳波活動 , 血圧 , 心拍数
Fig･ 1
`
6 に対照 群 お よ ぴ ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 に お ける 虚血 ･ 再藩 流後 の 脳波
活動の 典型 的 なtr a c eを 示･した ｡ す べ て の 対 照 群 ラ ッ ト で はBCAOに よ り 脳 波活動
は完全 に 消失 し た ｡ 再 濯流後 の 脳 波活 動 は , 6 匹 中3 匹 で 認 め ら れ た が 脳 波活
動の 程度 は 非常 に 弱か っ た (Fig･ 16 B) 一 方 , ,ア レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 で は虚血
中で も 6 例中 2 例 に お い て 脳波活動が 消失 し な か っ た (≠ig. 16 D) o
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Fig. 17 に対 照群 お よ びク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 に お け る 虚血 ･ 再濯 涜 後 の 平均
血圧 , 心 拍数 , 脳 波活動 の 経時変化を示す . 対顔 群に お け る 平 均血 圧 は , BCAO
に よ り 急 激 に 上昇 し た ( 虚血 直前 : 104. 2 ±6. 0 m汀g. , 虚血 2 分後 :
､
18 . 1±
9. 0 MEG) o 虚血 中の 血圧 は , そ の 後序 々 虚血前 借に 戻 っ た . 再濯 涜 後 の 血圧
は , 再湾 流 直後 一 過性 に 低下 し た ( 再濯 涜 2 分後 : 64. 4 j:4. 4 TRn‡g) o 心拍数
は , BCAO によ り増 加 し た (虚血 直前 : 28 8. 3士6. 8 be ats/nin , 虚 血 15分後 :
3gO
. 8±3. 5 be ats/7nin) o 再潜流後の 心 拍 数 は , 急激 に 定常状態 に 回 復 し た o
脳波活 動 は , BCA Oに よ り 急激 に 低下 し , 虚血3 0分 後に は 削 ま消失 し た o 対照 群
の 脳波活動 は , 再濯読後 も ほ
■
と ん ど回復 し な か っ た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は ,
虚血 ･ 再濯 涜後 の 血圧 , ･ 心拍数 に影響 し な か っ た が , 虚血 中の 脳波活 動 の 消失 を
遅延 さ せ た (Fig. 17, right pa nel) ｡ ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は 再潜流 中 の
ヽ
脳波活動 の 回復を 促進 さ せ た ｡
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3- 4 首謝且 ス ノヾ ク ト ル,
F ig. 18 に対 照 群 ラ ッ ト か ら得 ら れ た典 型 的 な 大 脳 皮質 の 3 1p N M Rス ペ ク ト ル
を 示 し た . 図 に よ う に , β - A T P, α - A TP( 少 量の a - AI)Pを 含 む) , γ - A T P( 少
量 の β -AD Pを含 む) , pho spho c r e atineは , そ れ ぞ れ の リ ン 酸 化合物 の ケ ミ カ ル
シ フ ト に よ り 検 出 さ れ た . 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸化 合物 (A TP, pho sphc r e atin e)
はBCA O によ り 低下 し , 無 機 リ ン 酸 は 逆 に 増 加 し た ｡ こ れ ら の 変化 は , 再港 涜 後
部分的 に 虚 血前借 に 回復 した ｡
P Cr
P i
r ATP
α - A T P
preischemic
30min afterBCAO
3 0m J
'
n afte r
60mjn after
y恥 叫 〟 .
wJ]
P-AT P
レ v , 叫
仰
20 0 -2 0 -4 0 -6 0
. P P M
Fig･ 18
!
Typic al
31p nucle ar magnetic re s o n anc e spectra ofthe
c erebraJc o代ex obtained du ring lSChe mia and recirc ulatio nin
stroke-pro n e spontane o u sly hypertensive rats. P Crindic ates
pho spho cre ati
'
ne; Pi, inorga nic pho sphate, Is chemia wa sin -
duc ed byb‖aterafca rotidaneryo c cJusion(B CA O)in rats u nder
ur etha n e a n e sthe ia.
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F ig. 1 9 看ち対 照群 お よ び ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 群 に お け る 虚 血 ･ 再 雇 流 後 の 大脳
皮質 の β -ATPお よ びphospho c r e at in e量 の 経 時変 化 を 示 し た o BCAOに よ り
pho spho e reatin e豊 が 低下 し , 続 い て β - ATPも序 々 に 低 下 し た . 虚血30分 後の
pho sphocre atineお よ び β - ATP量 は , そ れ ぞ れ 虚 血 前 値 の 2 3. 7 ±2. 2%, 4 8. 7±
4. 3% まで 低下 し た . こ れ らの 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 化合 物 は , 再 濯 流 の あ い だ に
部分 的 に 回復 した o ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は , pbo 叩ho c r e atin eの 回復 を 有意 に 促
進 し た (虚血 前値 に 対 し て 対照 群 : 65. 0 ±7. 9%, ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 : 86. 9
±5･ 0%, pく0･ 0 5) o ま た ,
.
ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 はAT P の回復 を促進 す る 傾 向を 示
し た ｡
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Fig･ 19 Lin egraphs sho wcha nge sintheIe v els ofph･o sphocr e
-
atine and P-A TP in the c er ebral c ode xdu ring is chemia a nd
re cir culation in stroke-pron espo nta n e o u s一y hy penensiv e r ats･
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p[oued a sape r centag?Oftheirpr eische mic p9ak heights･ The
symbol o jndicatss c o ntr ol rats; ●, c[e ntia z e m
-tre ated rats･
Values are m ean±S E M(n - 6);s o m eSEM a r e within the sym -
bols. D 舶renc e等争tP< ･05(*)indic ate ov e raIIsignifica nce be
-
twee nthe two groups du n ng r e circ ulatjo n･ ls che mia w a sin
-
-
●
duced bybilat亨ralc a r otida rte ry oc clusion(B C A O)in rats u nde r
u retha n e a n esthesia.
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F ig. 20 に 対照 群 お よ びク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 に お け る 虚血 ･ 再澄 読後 の 大脳
皮質 の 無機 リ ン 酸 量 の 経 時変化を 示 し た ｡ B C A O によ り 無 機 リ ン 酸量 は 増加 し ,
再湾 流 し て も虚血 前値 ま で 回 復 し な か っ た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 ほ , 虚血 中の
無機リ ン 酸 の 増加 に 影 響 し な か っ た が , 再 潜 流後 の 回復 を 促進 し , 虚 血前 借 ま
で 完全 に 回 復 さ せ た ｡
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Fig･20 Line graph shows cha ngesinJevelof in orga nic phos
-
lーー¶'■
bhate(Pi)in c er ebra暮c onexdu ringis chemia andr ecirculationin
stroke-pro n e spo ntane o u slyhype rte n sive rats. The re s ona n ce
a mplitude of Piwa s obtain ed fro mthe
31p nu cle ar m agn etic
re s onanc e spe ctru mandPIotteda s r atio of Pito pho spho cre at-
in e(Pe r)pe ak height. The symbo一o indic ates c o ntrolrats; ●,
cJe ntia z e m-tre ated r ats. Valu e s are m e a n±S EM (n - 6); s o m e
S EM ar? within the symbols･ Di#erenc e s atP< ･05(*)indic ate
o v er aHslgnific a n c ebetwe enthetw ogr o upsdu nngre circ uJatio n･
1
ls che mia w a sindu c ed by bilatera一 c arotidartery o cclu sion
(B C AO)in rats under u ｢ethane ane sthe sia.
F ig. 21に 対照 群 お よ びク レ ン チ ア ゼ ム 処 置群 に お け る 虚血 ･ 再 濯 流 後 の 大 脳
皮質 の 組織pⅡの 経時変化 を-示 す ｡ 対照 群で はBCA O によ り大 脳 皮質 の 組 織pH は低
下 し (虚血 前借 : 7. 3± 8.
_
1
, 虚血3Q分後 : 6. 0±0. 1) , こ の ア シ ド - シ ス は 再
漂 流中 も持続 し た ｡ グ レ
■
ン チ ア ゼ ム 処 置は , 虚血 中の 組織 ア シ ド - シ ス に ほ と
ヽ
ん ど影響 し な か っ た が , 再 漂 流後 の ア シ ド ー シ ス を有意 に 改善 した ｡
- 38 -
8㌍
7
P<
4)
コ
∽
芦 6
5
B CAO
* *
-30 0 30 6 0 90 12 0
Tim e(min)
Fig･ 21 Line graph sho w s cha nge s of intra c eJIular pH in the
c e(ebralc orte xduringlSChem ]
l
a andrecir c ulationinstroke-prone
spo ntane ouslyhypene n sive ratsI ntr a c eHularpH wa s c alc ulated
fr o mthe chemic alshift separ atio nbetw e n the re s o n a n c e of
inorga nic pho sphate and pho spho cre atin e, as de s cribed in
"
Materia一s a nd Methods.
” The symboloindic ate sc ontro(rats;●,
cle ntia zem -tre ated rats. Valu e s are m e a n ±S E M(n -6); s ome
S E Mar?withinthe symboJsI D 附e r e nces atP< ･01(* *)indic ate
o verauslgnific anc ebetwe enthetwo.gro upsduringre cjrc ulatJ
'
on.
]s chemia wa sinduc ed by b‖ateral c arotid arte ry o c cJusio n
(BC A O)in rats under u retha n e a n e sthesia.
4_ 考某
高 血 圧 自然発 症 ラ ッ ト (SⅡR) で は脳 血沈 自動詞 節髄が 高血 圧 側 - シ フ ト し て
い る た め , 総頚 動 脈 結集 に よ り前脳虚 血 が 生 じ る 3 3 ) 3 4 ) 3 5 )｡ し か し , 生 じ る脳
虚血 の 重 篤度 は , ラ ッ ト に よ りか な り 異な る ｡ S 皿SP ほSⅡRよ り 血 圧 が 高 く , 脂
血流 自動 調節能 が さ ら に 高血 圧側 に シ フ ト し て い る と考 え ら れ る の で , S ERSPの
BCAOはSHR よ り重 篤 な脳 虚血 が 生 じ る と 考え ら れ る ｡ 今回の 実験 で 明 らか に な っ
た よ う に 対頗 群 の S‡RSPで は , B CA O によ り脳 血 流 は , 急激 に 虚血 前値 の 約 5 % ま
で 低下 し , 鹿波活 動 もす べ て の ラ ッ ト で 消失 した o こ れ ら の 結果 は , BCAO後の
脳血涜 は 脳 の 神経活 動を 維持 で き る開催以下 に 低下 し た こ と を示 し て い る ｡ ま
た , S ‡RSP に おけ るB CA Oは す べ て の 対照 群 ラ ッ ト に お い て 大 脳 皮質 の 高 エ ネ ル ギ
ー T) ン 酸 化合物 の 低下 お よ び ア シ ド - シ ス を を序 々 に 進 行 さ せ た ｡ 我 々 の
nicrod ialysis法 を 用 い た 予備実験 に お い て , BCAOはS‡RS P大 脳 皮質 部 の 細胞 外
E＋濃度 を上昇 さ せ た の で ,･BCAO によ り 低下 し た 脳 血涜 は細胞 の イ オ ン 恒常性を
維持す る 血流 以下 に 低下した と 考 え ら れ る ｡
#
▼
一 方 , 再濯 流 後 の とれ ら パ ラ メ ー タ の 変化 は 多様で あ っ た . す な わ ち , ATP と
ヽ
pho spho c r e at in eは 比較 的速 や か に 回復 し た が , そ の 回復 は部分的だ っ た o ま た ,
組織p‡お よ び脳 波活動 は ほ と ん ど回復 しな か っ た ｡ 再澄 渡 時 の こ れ ら各 パ ラ メ
ー 39 -
一 夕 の 変 化 は , 幾 つ か の 全脳 虚 血 モ デ ル 実 験 に お い て 類 似 し た 結 果 が 報告 さ れ
て い る 3 8)39)
J
4 0 )
o こ の よ う に , SERSPに お け るB CA O によ り 比 較的安 定 し た 脳虚
血が 作製 で き る こ と が 確 認 で き た ｡ 脳 虚血 モ デ ル に お い て , 実 験 条 件 は結 果 に
大 き な 影 響 を 及 ぼ す o 今 回 の 実験 で は 脳卒 中 が 発 現 し て い な い 帯血 圧 が 確 立 し
たSIRSP(22 - 3 3適齢 , 収縮期血圧 :220- 260m mⅡg) を使用 し た ｡ ま た , 麻酔 薬
と し て ウ レ タ ン を 使 用 し た が , ウ レ タ ン は 血 圧 を 低 下 さ せ , 脂 - の 遵 涜圧 を 低
下 さ せ る の で 脳虚 血 が 生 じや す い ｡ さ らに , ラ ッ ト を絶食 し な か っ た の で , 虚
血後 の 脳 組織 は グ ル コ ー ス の 嫌気 的解 糖 の た め 乳歯が 蓄積 し や す く , ア シ ド -
シ ス に な り や す い ｡ こ の よ う に 実験条 件に 関 し て は , さ ら に 検討 す る 必要 が あ
ろ う ｡
こ の 虚 血 モ デ ル に お い て , 著者 ら は 選 択 的 な脳 血管 拡張作 用 を 有 し1) 3 6 ),
in vitr oの 虚 血 で も 神経 保護作 用 を有 す る ク レ ン チ ア ゼ ム 3 1) の 脳 保 護 作 用 を 検
討 し た ｡ そ の 結果 , ク レ ン チ ア ゼ ム は 虚血 に よ り 生 じ た 代謝 的 , 機 能的 な 障害
に 対 し て 明か な 保護作用 を示 した ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム は , BCAO によ る 脳血 涜 低下
を 僅か で あ る が 有 意 に 改 善 し た が , 著者 ら は こ の 血流 改善 が 虚 血 保 護 に 十 分寄
与 し て い る と 考 え た ｡ 脳 血流 と 神径活 動 の 関係 を 調 べ た 多 く の 研 究 よ り , 脳神
経 の 電気 的活 動 を 抑制す る 脳 血 流 の 開値 は イ オ ン 恒常 性 を 消失 さ せ る 闇値 よ り
や や 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る
4 1 ) 4 2)4 3)
｡ そ れ 故 , 僅 か な 脳 血 流 の 改 善 で もイ
オ ン 恒常 性 が 保持 さ れ , 重 篤 な虚 血 障害 が 抑制 さ れ る 可髄 性 が 考 え ら れ る ｡ こ
の 仮説 は , ク レ ン チ ア ゼ ム 処 置 に より 虚血 中の 脳 血涜 が 増加 し (Fig. 15, top
right pa n el) , 且 つ 脳 波が 改善さ れ た こ と (F ig. 17, right pa n el) で 支持さ
れ る ｡ 我 々 は , 今回 の 実 験に お い て ク レ ン チ ア ゼ ム の 血 祭 中濃度 お よ び脳 組織
中濃度 を 測定 し た が , 最 終 投与9 0. 2 4 0分後 の 血 祭 中濃 度 は そ れ ぞ れ6. 6 ng/nl
(1. 2Ⅹ1 0
‾ 8
m ol/L) , 2. 6ng/Tnl であ っ た . こ れ ら の 濃 度 は , in vi tr oで 脳 血管
を十分 に 弛 緩 さ せ る 濃度 1)な の で , 今 回 の 脳 虚血 モ デ ル で も ク レ ン チ ア ゼ ム が
BCAO中 の 脳 血 管を 弛緩 さ せ て い る こ と は十分予想 で き る ｡ BCAO は頚部圧 受 容体
を 刺激 し , 血 圧 ･ 心拍数 を上 昇 さ せ る ｡ こ れ に よ る雇 涜圧 の 上 昇 と ク レ ン チ ア ゼ
ム に よ る 脳 血 管拡張 作用 が 合 わ さ っ て , 側 副 血行 路 を介 し て 虚 血 部 へ の 血 液供
給が 増加 した こ と が 考え ら れ る ｡
ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム は再 濯 流 後 の po st is che7nic hypop
L
e rfu sio nを 阻害 し ,
高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 化 合 物 , 脳組織ア シ ド ー シ ス お よ び脳 波活 動 の 回復 を 促進
さ せ た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム ･に よ る こ れ ら の 効 果 は , 虚血 中の 脳血 流 保 持 に 関与 し
て い る 可 能性 もあ る が , ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳 神経 細胞 に 対 す る 直接 的 な 作用 も
ヽ
寄 与 し て い る 可能性 もあ る ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム は , そ の 高 い 脂溶 性 の た め に 容易
に 脳 血 液関門 を通 過 す る3 )｡ 事 実, 今 回 の 実 験 に お い て , 脳 組織 に 高 濃度 の ク
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レ ン チ ア ゼ ム が 検出で き た ｡ 加 え て , ク レ ン チ ア ゼ ム の 特異的 な 結 合部位 は ,
宋栴 組織 だ けで な く 脳実 質に も存在 す る4 4 )o 興 味深 い こ と に , Ble akm a nら 3 1 )
は ク レ ン チ ア ゼ ム が 培 養 し た ラ ッ ト 神径細 胞 に お い てN - n et hy 卜D - a spa rtate
(NMDA) 受容体の 刺激 に よ り 生 じ たCa流入 を 阻害 す る こ と を報草 し た . ま た ,
Ⅹobaya sh iら4 5 )もク レ ン チ ア ゼ ム と そ の 主 要代謝物 M B- 1 (脳実 質内 に 高 濃度が
持 続的 に 存 在) が ラ ッ ト 培 養 神経 細 胞 に お い て 高 濃 度Ⅹ＋に よ る Ca流 入 を 阻害 す
る こ と を 報 告 し串 o そ れ 故 , こ の ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る神 経 細胞 内 へ の Ca2＋流
人阻害作用 が , 今回 の 脳 虚血 モ デ ル に お け る 脳 組織保護作 用 に 寄与 し て い る の
か も しれ な い . さ ら に , 次章で 報 告す る よ う に ク レ ン チ ア ゼ ム は , ラ Iy ト 培養
海馬 神経 細胞 に お い て 無 酸素状態 (Ⅹ川 ,Ⅳ2) に よ る 神経細 胞死 を3Ⅹ10
‾ 6M から抑
制 す る ｡ こ れ ら の 結果 を 考 慮す る と , ク レ ン チ ア ゼ ム は脳 神経 に 直接 作用 し ,
脳虚 血 に よ る 神径機能障 害を 抑制 し た 可能性 が 示 唆 さ れ る ｡
5. 小 括
ウ レ タ ン 麻酔 下 に お い て , SIRSPの 両 側総頚動脈(BCA O)を結繋 し た 脳 虚 血 モ デ
ル を用 い , 節 演l, 5- ベ ン ゾ チ ア ゼ ビ ン 系 カ ル シ ウ ム 括抗 薬 ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳
エ ネ ル ギ ー 代 謝 , 脳 組織pⅡ, 脳 波活動 お よ び脳組 織血涜 に 対す る 影響 を検討 し
た ｡ B CA O によ り脳 血 沈量 お よ ぴ脳 波活 動 が 急 激 に 低下 し , そ れ に 続 い て 高 エ ネ
ル ギ ー リ ン 酸 化合 物 (ATP, cr eat in epho sphate) の 低 下 お よ び細 胞 内 ア シ ド ー
シ ス.が 序 々 に 進 行 した . 虚血3 0分後に 再湾 流 す る と , 高 エ ネ ル ギ
ー リ ン 酸化合
物 は 部分 的 に しか 回復 せ ず , 脳 波活動 お よ び細胞 内 ア シ ド ー シ ス の 回復 も 非常
に 悪 か っ た ｡ 再 濯 涜 後 の 脳血 流 は , 一 時的 に 虚血 前 よ り 増加 し た が , そ の 後再
び低下 し た (･delayed hy pope rfu sion) . こ れ ら の 変 化 は , 他 の 確 立 し た 脳 虚血
モ デ ル と 類似 し て い る こ とか ら , SERSPのBCAO によ る 脳虚 血 も比 較 的安 定 した モ
デ ル と考 え ら れ た ｡
こ の 脳 虚血 モ デ ル に お い て , ク レ ン チ ア ゼ ム 前処 置 (1 0 ng/kg, p . o . , b . i. d . ,
3
. 5 日間) は , 虚血 中の 脳 血 流 お よ ぴ脳 波活 動 の 低 下 を改善 し , 再 潜 流 後 の 虚血
性 変化 に 対 し て も す べ て の パ ラ メ タ
ー の Bl復 を促 進 し , 脳 保護 的 に 作用 し た
(特 に 脳 波活 動 , 細 胞 内pⅡ) ｡ こ の ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 脳保護 作 用 に は , ク
レ ン チ ア ゼ ム の 血 中 お よ ぴ脳 組 織中濃 度を 考慮す る と , 脳 血流 改善 と 直接 的な
脳 組織保 護作用 が 関与 し て い る
■
こ とが 推察 さ れ た ｡
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第 四葦 ラ ッ ト 胎児 由来培養海馬 神 理知 胞 の K C N 誘発 壊死 に 対 すろ
ク - レ ン チ ア ゼ ム の 抑制作用
1. 緒言
ク レ ン チ ア ゼ ム は
, 脳 血管 に 選 択性 の 高 い 新 規 1, 5- ベ ン ゾ チ アゼ ピ ン 系 カ ル
シ ウ ム 持 抗薬 で あ る 1)｡ 前章 に 示 し た よ う に , 本 化合物 は 脳 卒中易 発 性高血 圧
自然 発症 ラ ッ ト (S m SP) の 脳 卒中発 症 に お い て 予 防 ･治 療 効果 を有 し , ま た
SmSPの 両 側 総 頚 動 脈結 繋脳 虚 血 モ デ ル に お い て 再 潜 流 後 の 脳 エ ネ ル ギ ー 代 謝
お よ び機能 的 障害 を改善 す る ｡ 近 年 , 脳虚血 性疾患 に お け る 神 経細 胞 障害 に 対
し て , あ る 種 の カ ル シ･ウ ム 括抗薬 が 保 護効果 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て お り4 6)
4 7 )4 8 )49)
, そ の 機序 と し て 脳 血涜 の 改善 や エ ネ ル ギ ー 代 謝 の 改 善作 用 が 考 え ら
れ て い る . 一 方 , 脳虚血 性神経細 胞 障害 に は , 興 奮性神経伝達 物質 で あ る グ ル
タ ミ ン 酸 と 神経細胞 内の 遊 離 カ ル シ ウ ム 濃度が 重 要 な 役割 を 果 た し て い る と考
え ら れ て お り5 0)5 1) , こ の 点 に お け る カ ル シ ウ ム 括抗其の 直接 的 な 作 用 も期待
で き る ｡
シ ア ン 化物 はin
■
vitr oで 化学的 に 低 酸素様状況 を 作 り 出 す試 薬 と し て 使 わ れ
て お り , 神径 細胞 内遊 離 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上昇 5 2)ぉ よ ぴ神 経 伝 達 物 質 の 遊離 5
3 )を 引き 起 こ し , 神経細胞 に も障害 を与 え る5 2 ) 5 3 ) 5 4 ) 5 5 )｡ ま た , こ.の シ ア ン 化
物 に よ る 神経 細 胞 障 害 は グ ル タ ミ ン 酸 括 抗 薬 に よ り抑 制 さ れ る こ と も 明 ら か に
さ れ て き た 5 4 ) 5 5)｡ そ こ で 本研 究 で は , in vitr o の 実験 的虚 血 モ デ ル と し て の
EC Ⅳによ る 神経 細 胞 障害 に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム の 直 接作用 を 明 ら か に す る と と
も に , 他 の カ ル シ ウ ム 括抗薬 と の 作用 を 比 較 す る 目 的 で , 虚 血 に 脆弱 な海 馬 の
培 養 神経 細胞 5 6 )を 用 い て 検 討 を行 っ た o
2. 実集材料 お よ び 実験 方法
2 - 1 細胞 培養
神経細 胞 の 培 養 は 工 藤 らの 方 法5 7 )に 従 っ た ｡ す な わ ち ラ ッ ト 胎 児 (1 8- 19日
冒) の 脳 より 切 り 出 し た 海馬 を ト リ プ シ ン (0. 25%) お よ び デ オ ヰ シ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ (I)Na s eI, 0 . 02%) で 20分 間3 7
o
C で 処理 し た 後 , ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り
細胞を 分 散さ せ た ｡ 未消化 の 組織 は , レ ン ズ ペ ー パ ー を 用 い て 除去 し た ｡ 得 ら
れ た 単離 細胞 は , 10%の 非働化牛胎 児血 清 (FBS) を 含む グ ル ペ ソ コ 変法イ ー グ
ル 最少培地 (D MEM) で 3 回洗浄後, 同様 の 培地 に 懸瀕 し て 予 め ポ リ ー L- リ ジ ン
で コ ー ト し た24穴 プ レ ー ト に 5× 1 05 c ells/y el lの 密度 で ま い た Q 培養 は5%
co2, 3 7
｡
C の イ ン キ エ ペ
<
- タ ー 申 で 行い , 実験 に は8 - 1 2日 目 の 培 養 神経細胞 を用
ヽ
い た ｡
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2- 2 細胞死実敦
培養上 清 を 除い た 培養神径細胞 に , 予め 平 衡 塩 溶液 に 溶解 し た 各濃度 (o. ト
10mM) の シ ア ン 化 カ リ ウ ム (EC N) を作用 さ せ , 30分間3 7
o
Cで イ ン キ ュ ベ ー 卜 し
た ｡ そ の 後 , 細胞 を 平 衡 塩 溶液 で 2度洗 い , も と の 培 養 液 に 戻 し てか ら更 に2 4時
間イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 培養 を続け た ｡ EC N添 加 前と24時 間後 に 同 一 フ ィ ー ル ド
(予 め小 さ な 印を培養 プ レ ー ト に つ け て お く) を 位相 差顧 微鏡下(× 20)に 観察
お よ び写 真撮 影 を 行 っ た ｡ 2 4時間 培衰後 の 細胞 はtripan - b lu eで 染色 し , 染色 さ
れ な い 細胞 の み を 生 細 胞 数と して カ ウ ン ト し , 細 胞 の 生 存 率 を算 定 し た ｡
薬物の 作用 を 検討す･ る 実験 で は , E CNは1mMの 濃 度 を 用 い た . 薬物 は 予 め 最 終
濃度 が 卜3 0JL 削 こ な る よ う にE C Ⅳと共 に 平 衡塩 溶 液 に 溶 解 し30分 間作 用 さ せ た ｡
平衡 塩溶 液 の 組 成(mM)は , NaC l, 1 4 5; K Cl, 5; CaC 12, 2; MgC12, i; IEPES, 1 0:
glu c o s e, 1 0; pI, 7 . 4, で あ っ た .
i, 4 - ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン 系薬物 は遮 光 下 に 取 扱 っ た o 平 衡 境 港液に 溶 け な い 薬
物 は ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMS O) に 10mMの 濃度 に 溶 解 し , こ れ を 使用 時 に 平
衡 境港液 で 希釈 し て 用 い た ｡ す べ て の w ellで 最 終 的 に 同濃度 に な る よ う に DMS O
を加 え て 調 製 し た ｡
2 - 3 探 計 解 析
一 元 配 置 の 分散 分析 に よ り 解析 し , Scbef feの 方 法 に よ り検 定 し た ｡
2- 4 使用 動物 お よ び薬物
ラ ッ ト は 日 本チ ャ ー ル ス リ バ ー よ り 購入 し た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム ( マ レ イ ン 酸
堤) , ジ ル チ ア ゼ ム (塩 酸塩) , ベ ラ バ ミ ル ( 塩 酸 塩), ニ ト レ ン ジ ピ ン , エ
フ ェ ジ ピ ン
,
ニ モ ジ ピ ン
, お よ ぴ フ ル ナ リ ジ ン (塩 酸塩) 紘 , 田 辺 製 薬 ( 樵)
有機研究 所で 合成 し た o ME- 801は , 田辺製 薬 ( 樵)応 用 生 化学研究所 で 合 成 し
た . ニ カ ル ジ ピ ン (塩酸 塩) は , 市販 品 を 用 い た ｡ D MEM はSigma Che mic al Co. ,
F BS はGi bc o, 培養 器 具 は 住友 ベ ー ク ラ イ ト よ り 購入 し た ｡ そ の 他 の 試 薬 は す
ペ て ナ カ ラ イ テ ス ク よ り 購 入 し た ｡
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3. 捨 果
31 1 培養 海馬 神 捷 細 島 に 対 す る K C Nの 作 用
Fig. 22 に 上 記 の 方 法 で 得 た 海馬 培 養細 胞 とKCⅣ処 置 の 典 型例 を示 す ｡ 図 の 如
く , 神 経 細 胞 は培 養5日 目以 降で は 多く の 突起 を仲 良 し , 発 達 し た ネ ッ ト ワ ー ク
を 形 成 し た(Fig. 2 2A)o ′ヾ ツ ク ダ ラ ン ド に あ る細 胞 は , そ の ほ と ん ど が 典型 的
な 皇 状 腰 細 胞 で , 平 坦 で 多 角 形 の 形態 を示 し て い た (F ig. 2 2 A) ｡ 1nM E CⅣを
3 0分 間 作 用 さ せ る と , 直 後 に 神 経 細胞 は わ ず か に 膨潤 が し た が , 数 時 間 後 にさま
元 の 形 態 に 戻 っ た(デ ー タ は 示 し て い な い)｡ し か し, 24時 間後 に は 約 半 数 の 神
経細 胞 が 壊 死 を起 こ した(F ig. 2 2B)｡ こ の と き ,_星状腰 細 胞 は 形態 的 な 変化を
示 さ な か っ た o
A
Fig. 22培養海馬細胞 の 典型 的 な 顕微鏡写 真
A: ECNを作 用 さ せ る 前 の 培養 海 馬神経細胞 の 位相 差 顕
微 鏡 写 真(× 200) 培養10 日目 . B :X CN(lnN)を30分 暴 露
さ せ た 2 4時 間 後 の 同 - フ ィ ー ル ドの 位相 差 顛 微鏡 写 真
(× 2 0 0)｡
1 4 4 1
F ig. 2 3 に培養 海 馬神 経細胞 に 対す るE C 打処層 (1 0
- 5
- 1 0
- 2M) の 影 響 を 示 す o
図の 如 く , 神鍾細 胞 はⅩCNの 濃度 に 依存 し て 生 存率 が 低 下 し , 10
一 袖処 置 で は生
存率 は約3 0%ま で 低下 し た ｡ 高濃度 のⅩCⅣの 場 合 , 作用 さ せ た 直後 に 低濃度 に 比
べ て 顕著 な 神窪細 胞 の 膨潤 が 認 め られ た が , 星 状腰細 胞 は覇 微鏡下 の 観察 で は
ま っ た く 変化 し な か っ た(デ ー タ は 示 し て い な い)0
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Fig. 23 培養海馬神 径細胞 の 生 存率 に 対 す るECNの 作 用
食お よ び* 辛は そ れ ぞ れ pく0. 0 5, pく0. 0 1 V S対照 群
(N= 4)
3- 2 Ⅹ C Nに よ る 培養海 馬神茸細胞 死 に 対す る各 種薬物 の 作用
F ig. 24に17nN XCN処 置24時間後 の 培 養海馬細胞 の 状態 に 対 す る ク レ ン チ ア ゼ
ム お よ びME- 8 01 ( 共に10JLN) の 影響を示 し た o 薬物 未処 置 の 神 径細 胞 で は ,
ⅩCNに より 明 らか に 生 細 胞数 の 減少が 見 られ た (F ig. 24 A, B) . 一 方 , ク レ ン チ
ア ゼ ム (Fig. 24 C, D) お よ びME- 801(Fig. 24 E, F) 処 置は , 神経細 胞 の 壊死を
抑制 した ｡ こ れ ら生 神経細胞 は , 位相差 覇微鏡 に よ る顔見 で は形態 的 に 正 常で
あ り , ま たtripa n- b lue排除性で あ っ た ｡
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Fig. 24EC Ⅳに よ る神経細胞 死 に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム お よ び朋E -801の 作用
蔑 皮書ま共 に 10p7dを使用 した ｡ ECⅣを作用 さ せ る 前(A.C, I:)と 作用後
24時間後(B,D, F)の 細 胞の 位相差覇 微 鏡写 真(×200)｡ コ ン ト ロ ー Jレ
(A,a). ク レ ン チ ア ゼ ム(C.D). )lK- 801(E. F).
F ig. 2 5 にInN ECⅣに よ る培 養海馬神 経細胞死 に 対す る各種薬物(10LZu)の 作用
を示 した o NK1 801 は, E CⅣに よ る神産細胞 死 を 抹 ぼ完 全 に 抑制 し た ｡ カ ル シ ウ ム
括抗薬ク レ ン チ ア ゼ ム , ニ カ ル ジ ピ ン , フ ル ナ r) ジ ン 古ま , ECⅣに よ る 神経 細胞 の
生 存率低下 を 有意 に■抑制 した が , 同t3カ ル シ ウ ム 括抗尭 で あ る ジ ル チ ア ゼ ム ,
ニ ト レ ン ジ ピ ン
,
エ フ ェ ジ ビ ン
,
ベ ラ バ ミ ル は こ の 濃度 (1 0LLJd) で 比 有意 な 作
用 を示 さ な か っ た ｡
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Fig. 25ⅩCⅣに よ る 培養 海 馬神 経細胞 死 に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム
お よ び他各種薬物の 作用 . 薬物 は す ベ て10JLMの 濃度 を
使用 し'i:0 * ぉ よ ぴ * * は そ れ ぞ れpく0. 05, pく0. 0 1で
ⅩCN群 に 対 し て 有 意差 が あ る こ と を 示 す(N=3 - 4)o
3- 3 各種 薬物 の K C N 誘 発神軽細 胞死抑制作用 の 用 量 依存 性
Fig. 26 に1mM XC村に よ る 培養海馬神径細胞死 に 対す る 各種薬物 の 用 量依 存性
を検討 し た結 果を示 す ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム は , 卜3 0JLMの 濃度範囲 で 用 量 依 存的 に
EC村に よ る 神径細胞死を 抑 制 し , そ の 作用 は3〟N以上 で 有意 で あ っ た ｡ ニ カ ル ジ
ピ ン
,
ニ モ ジ ピ ン お よ び フ ル ナ リ ジ ン も, 同 じ用 量範囲で は ぼ 同様 な 抑制作用
を 示 したム ー 方 , ジ ル チ ア ゼ ム は , 30LLMの 濃度 で も有意 な細胞 死 抑 制 作用 は見
られ な か っ た ｡ MX- 8 0 1は1LL は り 有意 に 神 径細 胞 死抑制作 用 を 示 し ,
_
そ の 作用
は 今回検討 し た薬 物の 中 で 最 も強 か っ た ｡
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Fig. 26 ク レ ン チ ア ゼ ム , ニ カ ル ジ ピ ン , ニ モ ジ ビ ン , フ ル ナ リ ジ ン
お よ ぴM正一 801のⅩCⅣ誘発 神経細胞 死 に 対す る 保護作用 ( 用 量依性)
* ぉ よ ぴ %* は それ ぞ れ pく0. 0 5, pく0. 01 でECN群 に 対 し て 有意
差 が あ る こ と を示 す(N= 1卜1 1)o
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4. 考 察
本実験 に お い て , ク レ ン チ ア ゼ ム がEC附こ よ る 培養 海 馬神 経 細 胞 死 を 用 量 依存
的 に 抑制 する こ と が 明 ら か に な っ た ｡ ⅩC Ⅳは , 電 子 伝 達 系 の ス テ ッ プ を 阻 害 す る
事 に よ り 化学 的 に 虚血 様 の 状態 を引き 起 こ す o x c Ⅳを 作用 さ せ る と 細胞 内や ル シ
ウ ム 濃 度 は著 しく 上 昇 し , こ れ が 引 き 金 と な っ て 様々 な 細 胞 内 機構 が 活性化 さ
れ , 細 胞 障害 ひ い て は 壊 死 に 至 る と考 え られ て い る5 2 ) 5 3 ) 5 8) ｡ 今回 の 実験 で も
明 か な よ う に , KCN に よ る神経 細胞 死 ほ グ ル タ ミ ン 酸 括 抗 薬 で あ るME- 8 01に よ り
強く 抑制 さ れ た こ と か ら , そ の 作用 は 興 奮性 ア ミ ノ 酸 で あ る グ ル タ ミ ン 酸 の 遊
離を介 し た も の で あ る と 考 え られ る5 4)5 5 ) 5 9 )0
近 年 , Bleakm a nら は本 実験 同様 ラ ッ ト胎 児海馬 神経 細胞 を 用 い た 実 験 で , ク
レ ン チ ア ゼ ム が グ ル タ ミ ン 酸 や そ の ア ナ ロ グ で あ るNMDA によ る 細 胞 内 - の カ ル
シ ウ ム 流 入 を 抑制 す る こ と を 報告 し て い る 3 1)｡ 従 っ て , 今 回観察 さ れ た ク レ ン
チ ア ゼ ム に よ るⅩC Ⅳ誘発神経細胞死 の 抑制 は , ⅩCⅣに よ り 遊 離 さ れ た グ ル タ ミ ン
酸 で 生 じ た細 胞内 へ の カ ル シ ウ ム 涜入 を 抑制 し た こ と に よ る 可 能性 が 考 え られ
る ｡ こ れ ま でin vi tr oの 実験 系 に お い て , カ ル シ ウ ム 括 抗 薬 は グ ル タ ミ ン 酸 や
Ⅹc Nに よ る 神経 細胞 死 を 直接 的 に は ほ と ん ど 抑制 し な い と す る 報 告 が 多い ら5 ) 5 g)
6 0 )
｡ そ の 理 由 と し て , グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 細胞 内カ ル シ ウ ム 涜 入 に は 受 容体に
リ ン ク し た カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 比 べ て 電 位依存性カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル の
寄与 が 少 な い 考 え られ て き た ｡ し か し , カ ル シ ウ ム 括 抗薬 の 詳 し い 用 量 の 検討
は行 わ れ て い な い こ と , ま た 作用 さ せ る グ ル タ ミ ン 酸 ア ゴ ニ ス トや E C Ⅳの 濃度 ,
暴露 時間 な ど の 条 件が 厳 しか っ た こ と な ど の 要因 に よ り作用 を 感 知 で きな か っ
た の で は な い か と 考 え ら れ る o 事 実 , Weis sら 6 1 )ら は 低用 量 のN MDA や非ⅣM I)A型
グ ル タ ミ シ 酸 受容体 の ア ゴ ニ ス ト を作 用 さ せ た 場 合 , 高濃度 の カ ル シ ウ ム 桔抗
秦(〉1 0〟M)が 神経 細胞死 を抑 制す る こ と を報告 し て い る ｡ 今回 の 実験 結果 も比
較的緩 徐 な条 件で あり , こ の よ う な条 件下 で は カ ル シ ウ ム 括抗薬 は 直接神径細
胞 死 を抑 制す る と 思 わ れ る ｡
今 回 の 実験 で 興 味 深 か っ た の は , 同 じ カ ル シ ウ ム 琵 抗 其 の 中 で もⅩC Ⅳ帝発 神経
細胞 壊死 に 対 し て 効 果 を 示 す化合物 と 無 効な 化 合 物 が 存 在 し た こ と で あ る ｡ 即
ち , ク レ ン チ ア ゼ ム , ニ カ ル ジ ピ ン , ニ モ ジ ピ ン , フ ル ナ リ ジ ン は , 効 果 を示
した が , ジ ル チ ア ゼ ム , エ フ ェ ジ ピ ン , ベ ラ バ ミ ル は , 高濃度 で も 明か な 効果
を 示 さ な か っ た ｡ こ れ ら化合物の 神経 細 胞死 阻害活 性 の 序 列 は , 末棺 の 電 位依
存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル (L型)-､ の 阻 害活 性 の 序 列 と ほ 相 関し お ら ず , ク レ ン
チ ア ゼ ム や フ ル ナ リ ジ ン は , 循環 作用 を示 す濃度 に 近 い 濃 度で 神経細胞 死 を抑
1
制 し た ｡ こ の 作用 の 違 い は 今 回 の 実 験 で は検 討 し な か っ た が , 中枢 性 の 電 位依
存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 対す る 親和性 の 違 い や カ ル シ ウ ム 措 抗 以外 の 作用
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の 寄与な ど が 考 え ら れ る ｡ 中枢.性 の 電 位依存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル は , 循環
器系の そ れ と は 明 らか に 異 な る こ と が 知 ら れ て い る61 )o xobay a shiら は , 高カ
リ ウ ム に よ る 脱分極 時 の カ ル シ ウ ム 流 入 に 対す る 各 種 カ ル シ ウ ム 桔 抗其 の 作 用
を シ ナ プ ト ゾ ー ム と 培養 海馬 神 径 細胞 を用 い て 検 討 し , 作 用 の 強 さ の 順 序 や作
用 を現 す 濃度 が 循環 器系 に お け る そ れ と は 異 な る こ と を 示 して い る 4 5) ｡ し か し ,
ⅩC 附こ よ る 細胞 内カ ル シ ウ ム 涜入 に お け る 電 位依 存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル の 寄
与 の 程度 に つ い て は 未だ 明 ら か に さ れ て お らず , 今後 こ の 系 に お け る 細胞 内カ
ル シ ウ ム 涜 入 に 対 す る 各 種 カ ル シ ウ ム 括抗 薬 の 作用 に 差 異 が 認 め ら れ る か ど う
か を 検討す る 必要 が あろ う o 一 方 , カ ル シ ウ ム の 恒常性の 維持 に は , 電位 依存
性カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 以 外 に 様 々 な 制御機構が 関 わ っ て お り , こ れ らに 対 す
る ク レ ン チ ア ゼ ム の 作用 に つ い て も検 討 が 必 要 と 考 え ら れ る ｡
5. 小括
ラ ッ ト 胎児 由来 培 養海 馬 神 経細 胞 を 用 い て , 新規1. 5- ベ ン ゾ チ'ア ゼ ピ ン 系 カ
ル ㌢ ウ ム 括抗薬ク レ ン チ ア ゼ ム のⅩC Ⅳ誘 発神経 細 胞 死 に 対 す る効 果 杏 , 他 の 代表
的 な カ ル シ ウ ム 浩 抗 薬 と 比 較 検討 し た o E CN (0. 1-10TnM) を3 0分 暴 露 さ せ 億 酸 素
様状 態 に す る と , 24時間後 に 濃度依存 的 な 神経細 胞 壊死 が 認 め ら れ た ｡ 種 々 の
カ ル シ ウ ム 桔抗薬 をKCN(1nM) と 共 に 培養 液 中 に 添 加す る と , ク レ ン チ ア ゼ ム ,
ニ カ ル ジ ピ ン
,
ニ モ ジ ピ ン お よ び フ ル ナ リ ジ ン は 濃度 依 存 的 (3 - 3 0JLM) にEC Ⅳ
に よ る 神経細 胞 死 を抑制 し た ｡ し か し , 同 じ カ ル シ ウ ム 括抗 薬 で も ジ ル チ ア ゼ
ム
,
ニ ト レ ン ジ ピ ン , エ フ ェ ジ ピ ン お よ ぴ ベ ラ バ ミ ル は1 0〟 Mの 濃 度 で も有意 な
作用 が 認 め ら れ な か っ た ｡
E CⅣに よ る 神径細 胞死 は , 非競合型ⅣMl)A括 抗薬 で あ るME- 8 0 1(卜30LLM) で 強
く抑制 さ れ た こ と か ら , 壊 死 に 至 る 過 程 に は グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体の 活 性化 が 寄
与 し て い る こ と は 明 か で あ る が , カ ル シ ウ ム 括 抗薬 の 中 に 何 らか の 作用 を 介 し
て 直 接的 な 細胞 保護作用 を示 しす 化合 物が 存在 す る こ とが 示 さ れ た ｡
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第 玉 章 第 一 幕 の ま と め
ジ ル チ ア ゼ ム よ り脳 血管選 択性 が 高く , 脳 実質 へ の 移行性 も高 い ク レ ン チ ア
ゼ ム の 性 質を 考慮 し て , 脳血管障 害治 療薬 と し て の 可能 性 を モ デ ル 動物 を用 い
て 薬理学 的 に 検 討 した ｡ 食塩 負荷sⅡR S P にお い て , ク レ ン チ ア ゼ ム は 脳卒 中発 現
を 抑 制し , そ の 機序 に 一 部降庄 作用 が 寄与 して い る こ と が 示 唆 さ れ た o
臨床 で は 脳 卒中急 性期 に お.け る 降圧
･ 血 管拡張療 法 は 脳虚 血 障害 を 増悪 さ せ る こ
と が 危 倶 さ れ て い る が , s H R S Pを 用 い た 治 療 効 果 の 実 験 で は少 な く と も カ ル シ ウ
ム 括 抗薬 (ク レ ン チ ア ゼ ム) は降 圧 を示 す 用 量 で も虚 血 障 害 の 増 悪 は 認 め ら れ
ず , 脳卒 中後 の 神経症状 , 組 織 障害進 展 を 抑制 し た o ま た , SERS P の両 側 総頚 動
脈 に よ る 重 篤 な 脳 虚血 の モ デ ル に お い て も, ク レ ン チ ア ゼ ム 前処 置 は 再潜 流 後
の 脳 エ ネ ル ギ ー 代謝 , 脳 機髄障害 の 回 復を有意 に 促進 し , そ の 機序 と し て 脳 血
流改 善作用 が 寄与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ｡ さ ら に , 神 経細胞 に 対 す る 直 接
的 な 保 護作用 を検 討す る 目的 で , ラ ッ ト胎児 由来培養 海 馬 神経 細 胞 に 用 い て
ⅩC Ⅳに よ る 神経 細胞 壊 死 に 対す る効 果を 検討 し た と こ ろ , ク レ ン チ ア ゼ ム は ジ ル
チ ア ゼ ム と 異 な り , 神経 細胞 壊 死 を抑制 す る こ と が 明 か と な っ た ｡
以上 の よう に , ク レ ン チ ア ゼ ム ほ種 々 脳 血 管 障害 モ デ ル に 対 し て 有効 性 を示
し , 本 化 合物 が 臨 床 に お い て も脳 血 管障害治 療 薬 と し て 効 果 を示 す こ と が 推察
さ れ た ｡
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第 二 垢 イ ヌ 清出 血 管 に お け る血管 内 皮 - 平 滑 筋 の 相 互 作 用 に 与 え る 影 響
第 一 章 一 敢化窒素 合成阻 害剤 方G 一 風O n O 屯ethyト レ a rginin e(LS淵A)
に よ る脳 血 管叔藩の 特 性
1. 緒言
Fu r chgot tら に よ る 内皮依存 性弛 援 因子 (endot hel iu m- deriv ed r ela xing
fa ctor, E DR F) の 発 見6 3)以革 , 内皮 細胞 は 従 来考 え られ て い た よ う な 物 質透過
性 , 抗血 栓 作 用 を 持 っ 単 な る 障壁 で は な く , 種 々 の 血管収 縮因 子 ･ 弛 緩因 子 を遊
離 し , 血 管 の 緊張 を積極 的 に 制御 し て い る こ と が 明 か と な っ て き た 64) 65) o 特
に , レ arginineを 基質 と して 一 酸化窒 素 (NO) 合成酵 素 に よ り 生 成 さ れ る Ⅳ0は ,
in viv oお よ ぴin vitr oに お い て 基 礎遊 離 が 認 め ら れ , 定 状状塵 に お い て も血 管
緊張 制 御 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と が 報告 さ れ つ つ あ る ｡
著者ら は , イ ヌ 各 種摘 出血 管を用 い て カ ル シ ウ ム 括抗薬 の 血 管選 択性 を検討
中 に , 選 択的 なN O合 成酵 素 阻害作用 を有す るⅣG - n o n o n et hy トL- a rginin e
(L NM M A) 6 6)が 頭 蓋 内動 脈 を 強く 収縮 さ せ , こ の 収縮 は カ ル シ ウ ム 括 抗 薬 で あ
る ジ ル チ ア ゼ ム お よ ぴク レ ン チ ア ゼ ム で 抑制 さ れ る こ と を 観 察 し た ｡ 本章 で は ,
こ の イ ヌ 摘出頭蓋内動脈 のL m MA に よ る耽紡機序 に つ い て 検討 し , 脳 血 管 の 血管
一 内皮 細胞 相互 作用 に 対 す る カ ル シ ウ ム 括 抗 薬 の 影響 に つ い て 考 察 し た ｡
2_ 実鼻 材 料 お よ ぴ 実毅 方法
体重13 - 2 5kgの 唯 雄雑犬 を 用 い , 前報1)と 同様 に 各摘出血 管の リ ン グ状 標本を
作成 し た ｡ 即 ち , ベ ン ト パ ル ビタ ー ル ナ ト リ ウ ム (3 0mg/kg, i. Ⅴ . ) 麻酔後 ,
放 血 致死 さ せ 直ち に 脳 ( 脳底動脈 , 中大脳 動 脈) , 心 臓 ( 冠動脈) , 腎動脈 ,
腸 間膜動 脈, 大 腿動脈を摘出 し 4 oC の 栄養 液中 で 一 晩保存 し た ｡ 実験 に は , 各
血管 の 脂 肪 , 結合組織を 除い た 長 さ 約5 m nの リ ン グ状 標本 を用 い た o
2- 1 張力 封定
標 本 は , 3 7±0. 5
o
C で95%02, 5%C O2混 合ガ ス を通 気 し た 栄 養液 中 に 約1. 2 g の 静
止 張 力 を 負荷 し懸 垂 し た o 40TnN XC lの 収縮反応 を 確認 し た 後 , L NM A(10
‾ 7
-
3Ⅹ1 0
‾ 4M) の 累 積投 与 を 2 回線り 返 し , 薬物 (ク レ ン チ ア ゼ ム , L- arginin e,
D- arginin e,) の 影 響は , 2 回目 の 累積投与1 0分 前 に 添加 す る こ と に よ り 評価 し
た ｡ 内皮細胞 の 除 去 は , 実体顧微 鏡下 で 内膜面 を 注射 針 (2 0- 2 2G) で 軽 く擦 過
jq
.
す る こ と に よ り行 っ た ｡ 内皮細 胞療去 の 確 認 は 一 部 の 標本 に お い て P GF2 a (3Ⅹ
＼
10
- 6M) の 収縮 が s ubsta n c eP(10
‾ 8M) の 後 処 置 で 抑制 さ れ な い こ と で 確 認 し七 ｡
栄 養液 の 組 成 (TnM) 紘 , ⅣaCl:13 7, ⅩCl:2. 68, CaC12:1. 89, MgC12 .･ 1. 0 1,
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Na技2P O4:0. 42. ⅣaECO3:ll. 9, glu c o se:5. 5(pH 7. 3 - 7 . 4)で あ る o
2- 2 血管 壁 の cG W測定 -
cG加P量 の 測定 は , Mart inら6 7) の 方法 に 準 じ て 行 っ た Q 即 ち , 凍 結 し た 血管標
本を ド ラ イ ア イ ス で 冷却 し た 乳鉢 中 で よ く す り つ ぶ し , 0. 5 ml の冷 6%Tri-
chlo r o a cet ic a cid (T CA. 1mM E DTA含有) を加 え , マ イ ク ロ ホ モ ジ ナ イ ザ ー
(ECONOGRIND ‡OMOGEN I ZE R, 25- 1 0 0, Radn oti G las s Te chn olog yln c.) で ホ モ
ジネ - ト を 作成 し た ｡ こ の ホ モ ジ ネ ー ト を5. 0 0 0rpm ,4oC で15分 間遠 心 後 , 上清
を試 験 管 (1 07nl, PPチ ュ ー ブ) に 移 し た . 沈 毅 に 0. 5ml冷T CAを 加 え 同様 の 換作
を行 な い T 得 られ た 上 清 を先の 上 清と 合わ せ て1ml と し た｡ こ れ に 水 飽 和 エ ー テ
ル5mlを加 え 室 温 で 1 分 間 ボ ル テ ty ク ス ミ キ サ ー で 撹 拝復 , ア ス ビ レ ー タ ー で
エ ー テ ル 層 を 除 き , さ ら に 3 回 エ ー テ ル 処 理 を繰 り返 し た ｡ 残 っ た 氷層を 凍結
乾燥 し , そ の 乾固物 に50nM 酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液 (pⅡ 6. 2) を 100〟1加 え , こ
れ を ア ッ セ イ に 用 い た o cGMP量 の 測定 は , Ya m a s a cy l ic GM P As s ay Eitを用 い
て ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ り 行 っ た o ま た , 遠 心 に よ っ て 得 た 沈 毅 は , 2 打
ⅣaO I で溶解後 タ ン パ ク 量 を定 量 し , 結果 は タ ン パ ク1mg当 た り の cGMP量 (pmole
/ng protein) で 表 し た o
2- 3 検定
結果 は 平均 ± 標準誤 差 で 表 し , Tukey法 に よ る 繰 り 返 し の あ る 分 散分 析 お よ ぴ
S tude nt のt- 検定 を 適 宜 用 い た . 統 計 的有意 性 の 基 準 は , pく0. 0 5と し た ｡
2- 4 使用 薬物
LN M A( 酢酸 塩) , ク レ ン チ ア ゼ ム (マ レ イ ン 酸) は 田辺製薬 (株) 有 機化
学研究所 で 合 成さ れ た ｡ 他の 試 薬 は市販 品 を用 い た ｡
3_ 結果
3 -1 各種 血管 の 張 力 に 対 す るL甘ⅣXAの 感 受性
Fig. 27 に イ ヌ 摘出腸 間膜動脈お よ び脳底動脈標本 に お け る40m封 Ⅹ十, 1 0
- 7M
u46619 ( ト ロ ン ボ キ サ ンA2/プ ロ ス タ グ ラ シ ジ ン ‡ 刺激 薬) お よ び10
- 4M L村MA
処 置 に よ る 張 力変化 の 典型 例 を示 す ,o x 図 の よ う に , 両 標本 と も40nM X＋, 10
‾ 7M
u46 619処置 に よ り 強い 収縮 を生 L･ た ｡ し か し, 1 0- 4M LH MNA処 置 に 対 し て は脳
＼
底動 脈標本 は 収縮 し た が , 腸 間膜動 脈 で は 張 力 の 変化 は認 め ら れ な か っ た ｡
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Fig･ 27Typic al tr a cing sho wing the effe cts of 40 nM E＋ - , 10
- 7M U 4 6 6 19,
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1 4M LN封A o n t he is olated 7n e Se nteric and basila r a rte r eis of
dogs .
Fig. 28 に イヌ 各種摘出血 管 に お け るL 柑MA累 積処 置 の 影 響 を示 す o 図 の 如 く ,
頭蓋 内動 脈 く脳 底動脈 , 中大 脳動脈) の み がLNM MA 10 - 7 - 3Ⅹ1 0‾ 4Nの 処置 に よ り
用 量 依存 的 に 強 い 収縮 を 生 じ , 両血 管 に お ける3Ⅹ10
‾ 4M L NMMA に よ る 塀縮 は ,
4 0nM X＋拘締 に 匹敵 した o 冠 動脈 も弱 い な が ら攻縮 が 認 め られ た が , 他 の 血 管 で
は は と ん ど収 縮が 認 め ら れ な か っ た ｡
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Fig. 28 InfluerLCe Of LNNMAo n the is olated c anin e a rte rie s,
ヽ
Developed te n sio ns are expre s s ed as pe rc e ntage of 40 n朋
ⅩCI c o ntr a ct io n. Ne a n±SEM(n= 6 - 7)
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3- 2 内皮 細胞 細 晋 の 影響
Fig. 2 9 にイ ヌ 脳 底動 脈療本のL NMMA収縮 に 対 す る 内皮 細 胞 除 去の 影 響 を 示 す .
Fig. 2 8 同様 に , LNMNA処置 は10
‾ 7M- 3Ⅹ10
‾ 4Nの 濃度 範 囲 で 脳 底動 脈標 本 を 強 く 収
縮 さ せ た o 一 方 , 内皮細 胞を擦過 した 標本で は , LNMMA収縮 は減 謁 し た が , ,い ず
れ の 用 量 に お い て も約50%の 収縮 は 残存 し た ｡
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Fig. 29Influ e n c e s of r e m o v al of e ndothel iu n o nL 打NMA - indu c ed
contr a ction in isolated c a nin eba sila r a rte rie s.
Developed te n sio n s ar e e xpr e s s ed as pe r c e ntage of
4 0 nM ECIc o ntr a ct ion. Me a n±SEN(n=11)
3 - 3 種 々 薬物 の 彰苧
F ig. 30に イ ヌ 脳底動脈 の 無傷標本お よ び内皮擦過 模本 に お け るL NMNA収 縮に
対す るL - a rginin e, D- arginin e前処置 (共七 1 0
‾ 3N) の 影響 を示 す o 無傷 標本 で
は , i- arginine処 置に よ り基 礎 張力 は働20% 底下 し た o そ の 後 , L N NMAを 累積投
労
l
辛 (10
‾ 7
- 3Ⅹ10
‾ 4N) し て も無処置標本 で 認 め られ た 強 い 収 縮が 認 め ら れ ず ,
1
3Ⅹ10
- 4N LNMMAに よ る 収鋸 は4 0nN E十収 縮 の 約15%で あ っ た o D- a rginine処 置 は ,
逆 に 基 礎 張力 を約15%増 加 さ せ , そ の 後 にL NM MA累 積投 与 に よ り発 現 し た 張 力 は
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未処 置 標本 と 善 が 認 め ら れ な か っ た ｡ 一 方 , 内皮 擦過 標 本 で は レ a rginin e, D -
arginin e前処置 に より 基 礎張力の 変化 は殆 ど認 め られ な か っ た が , 無 傷標本同
様 に 川NNA塀縮 はL - a rc
..
inine処置で 抑制 さ れ , D- arginin e処置 で は 影響 さ れ な か
っ た ｡
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F ig. 3 0 Inf ltle n CeS Of pretreatn e nt yi th L- a rginin e a nd D- a rginin e o n
LNM NA- indu c ed c o ntr a ctio nin is olated c a nin e ba silar a rte rie s.
De v eloped te nsions a r e e xpr e s s ed a s perc e ntage of 4 0n射 貫CI
c o ntr a ctio n. Me a n±SE N(n =11)
A:inta ct pr eparation. B:e ndothlim - de n uded prepa ratio n.
Fig. 31 に イ ヌ 脳 底動 脈 の 無傷標本お よ び 内皮擦過 標本 に お け るL NMNA収 縮に
対す る ジ ル チ ア ゼ ム (10
- 7M- 10
1 5M) お よ ぴ ク レ ン チ ア ゼ ム (10
‾ 8
- 1 0
- 6M) 前処
置 の 影響 を示 す ｡ 無 傷標本 に お い て , ジ ル チ ア ゼ ム お よ ぴ ク レ ン チ ア ゼ ム の 前
処 置 は濃 度依存 的 にLNMNA耽締を抑制し一, 且 っ 南桑物 の 高濃度 は 基 礎 張力 を抑制
し た ｡ 一 方 , 内皮擦過 標本 で は南 桑物処 置 は 基 礎 張力に 殆 ど影響与 え る こ と な
く , 無傷標本 同様LNMA収縮 を濃度 依存的 に 抑制 し た ｡ ク レ ン チ ア ゼ ム の LN 舶A
†
収縮抑制作用 は , 無傷標本 , 内皮涛過 両棲本 に お い て ジ ル チ ア ゼ ム よ り約10倍
強 か っ た ｡
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Fig. 31 influen ce of pr etr e atm e nt With diltia z e7n a nd cle ntiazeTn
o n LNMM A- indu ced c o ntr a ction in is olated c a nine ba si la r
a rterie s. De v eloped te n sio n s a re expr e s s ed a s pe r c e ntage
of 40n朋 ECIco ntra ctio n. Ne a n ± S紬 (n=5- 6)
Left pa n els :inta ct pr epa r at io n. Righ tpa n els : e ndot h liu n-
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3 -1 血管壁 cGyPの 変化
各血 管標本 に10
- 4M L NNNAを 5 分 間処 置し た 時 の 血管壁 cGMP変化 をF ig. 32に 示
す o 図の 如 く , い ず れ の 血 管 に お い て もL 馴以A処置 に よ り 血管壁 cG MP が低下 した .
LN M NA処 置 に よ る cGNP低 下 の 程度は 以 下 の 順 で あ っ た ; 大 勝 動脈 (約75%) 〉脳 底
動脈 - 冠 動脈 - 腎動 脈 (い ず れ も約50%) > 腸 間 膜動 脈 (約40%) o
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Fig. 33 にL NMMA処置に よ る 脳底動脈標本 の cGMP低下 に対 す る ジ ル チ ア ゼ ム 処
置 の 影響 を示 す o lO ‾ 4M L NN MA処 置 は , 血 管 壁 の cGNPを約50%低下 さ せ た .
10
- らM ジル チ ア ゼ ム 処 置 は 未処 置 の 血 管壁 cGMP を や や低下 さ せ た が 有 意 な 変化
で な か っ た (Fig. 3 3, mi d dle) . ま た ジ ル チ ア ゼ ム は , LmN A によ る cGM P低 下 に
対 し て も増強す る 傾向を 示 し た ｡
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Fig. 3 3influ e n c eof diltiazem on LNM MA- indu c ed de c r e a s ein CG MP
le vels in is olated ba sila r a rte rie s of dogs.
Dilt ia z e m(for 25 min) a nd LNM MA y er e pr etr eated to is ol
.
ated
ba sila r a r･te rie s of dog.
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3- 5 各種血管 の 蛮力 に 対 す るCha rybdoto xin の 感受 性
F ig･ 34 に イ ヌ 各種清出血 管 に お け る cha rybdoto xin累積 処 置 の 影響 を 示 す .
図の 如 く , cbarybdotoxinは , 濃度依存的 に 頭 蓋 内動脈 ( 脳底動 脈, 中大 脳動 脈)
を選 択的 に収縮 さ せ , 10‾ 7N処置で は40nM KCliR縮 の 70- 8 0%の 張 力 が 発生 し た .
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3- 6 兼帯動脈凄本 に お け るI.N 泌A お よぴ cha rybdotoxin塀薪 の 発現
F igu r e35 に2 0nNK＋ で 脱分極 さ せ た 腸間膜動脈 標本 にLⅣNMAま た は charybdo -
toxinを添 加 し た 時 の 影 響を 典型例 で 示 し た ｡ 図の 如 く , 腸 間膜 動 脈 標 本 は ,
LNM MA (10
- 4M) ま た は cha rybdoto xin (10
1 7M) の 単 独 処置 で は 攻 縮 し な か っ た
が
,
20mME＋で 収縮さ せ た 標本 で は 脳血 管 同様 に 強 い 収縮 が 発 現 し た 0
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Fig･ 35 Appearanc eof L N M M A- and
cha rybdoto xin(C hT X)-inやu c ed
co ntractio nin thepr ese n c e of
20 mM K＋inis olated c a nin e
m ese nteric arteries. 1g
L N M M A IO
4
M
20ih:Ⅹ.
● ●
chT X10
-7
M 20mM K
＋
- 59 -
20m 血
4. 考 集
今回 の 実験 に お い て , N O合成酵素 阻害作用 を 有 す るL NM肘Aを イ ヌ 各種 摘 出血 管
に 処 置す る と , 脳 底動脈 や 中 大 脳動 脈 で 濃度 依 存 的 な 強 い 収 縮 が 認 め ら れ た が ,
冠動脈 を 除 く 末輸 血 管で は殆 ど収 縮が 認 め ら れ な い こ と を 観察 し た o.こ の よ う
に
,
LNM Aは頭 蓋 内動 脈 を 選 択 的 に 収縮 さ せ る こ と が 明か と な っ た ｡ こ の 頭蓋 内
動脈 に お け るLNMAl収縮 の 性質を さ ら に 明 ら か に す る 目的 で , イ ヌ 脳 底動脈を用
い て 実験 を行 っ た ｡
ま ず は じ め に , こ の 収 縮の 内皮 依存 性 を 調 べ る 目 的 で 内皮 細 胞 を 擦 過 し た 脳
底動 脈 に 同濃度 のLⅣMMAを処 置 し た o そ の 結 果 , 無傷標 本 に 比 べ 収 縮 は減 弱 し た
ち の の , 内皮擦過 標本 で も 同 じLⅣM H A濃度 か ら 明 か な 収 縮 が 発現 し た .
更 に , こ のLNMMA収縮 がNO生 成阻害 で 生 じ て い る か どう か を検 討 す る 目 的 で ,
Ⅳo合 成酵 素の 基質 と な る レ arginin e(1 0
‾ 3M) を 大 過 剰前処 置 し た と こ ろ ,
無傷 標本 に お い て も 内皮 擦 過 標本 に お い て も , LNMM AJ択縮 は 抑制 さ れ た o 一 方 ,
同濃度の D- a rginin e(1 0
‾ 3M) 処 置で は 両 棲本 に お い てLNMMA収 縮 は 影響受 けな
か っ た o 以上 の 結 果 よ り , 脳 底動脈で 観察 さ れ たLNM M A によ る 収 縮 は 内皮 細胞 に
依存 し た 成分 と 非依 存性 の 収 縮成分 が 存 在 し , 両 成分 と も レa rginin e処 置 で 抑
制さ れ る こ と か らⅣ0生成 阻害 に よ り 生 じ て い る こ と が 明か と な っ た ｡
摘 出脳 血 管 にⅣ0合成酵素阻害剤 を処 置 す る と 基 礎 張 力 が 増加 す る と い う 現象
は , 幾 つ か ら の グ ル ー プ に よ り報告 さ れ て い る Q Brainら 6 8 )は , 我 々 と 同 様 に
イ ヌ 脳 底動脈 お よ び中大 脳 動 脈の リ ン グ状標本 を用 い て 別 のⅣ0合成 酵素 阻害剤
Ⅳ w - ni tr o- L - arginin e(10
- 7 - 10
‾ 4M) を 処 置 す る と 強 い 塀縮 が 発現 し , 内皮 藻
過 標本 で も こ の 収 縮 の 一 部 は 発現 す る こ と を報 告 した . Eatu sic ら6 g )は , 内皮
細胞 を擦 過 し た イ ヌ 脳底動脈 に お い て , LⅣMMA処置 に よ り607nM E拘縮 の 約15%の
収縮 が 発 現 す る こ と を報告 し て い る (10
- 5M indo m etha cin存在下) ｡ ま た ,
Todaら7 0 )もNG - nitro - L - a rginin e(10
- 5M) 処置 に よ りイ ヌ お よ ぴ サ ル の 脳血 管
ラ セ ン 状 標 本 で そ れ ぞ れ3 0mM X＋収 縮 の 約1 5 %, 約50%の 収 縮が 生 じ る こ と を 確 認
し て い る o こ の よ う に , NO合成 酵素 阻害剤 は脳 血 管 を攻縮 さ せ , そ の 塀締 は内
皮依存 性 の 成分と 非依存性 の 成分 が 存在す る よ う で あ り , 今 回 の 実 験 結果 も ,
こ れ ら の 報告 を再現 し た ｡
し か し , 内皮 に 依存 し な い 収縮成分 に 関 し て は 不明 な 点 が 多 い ｡ 前 述 の よ う
に 内皮 非 依存性 の L村MMA収絡 も大 過 剰の L- a rginin e処 置 (10
‾ 3M) に よ り 抑制さ
れ た の でⅣ0生 成 阻害 の 結果と して 生 じ た 収縮 と 考 え られ る ｡ し か し , 免疫学的
に はⅣ0合成酵素 は , 血 管平 滑筋に は殆 ど検 出 さ れ な い こ と が 報告 さ れ て い る7 1)
7 2)
, In si tu hybri d izatio nで も , c onsti tutive N O合成酵 素 の mRNAは 血 管 内皮
細胞 に 存 在 し て い る こ と が 報告 さ れ て い る7 3)o 内皮 に 依 存 し な い 収 縮 成分と し
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てin viv oで は 血 管周 囲神径の nitr one rgin c n e u r o n7 2) 74) 75)か ら生 成 さ れ る
Ⅳoの 寄与 も考 え られ る が , 今 回の よ う に 電 気刺激 を 加 え な い 条件下 で は , こ の
神経 性の 関与 も考 え に く い ｡ 別 の 可能 性 と し て , イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 発現
した indu cible NO合成 酵 素 (iN O S) の 寄与 が 考 え ら れ る ｡ iN OSは 定 状状 態 で は
無 視で き る 活性 と 考 え ら れ て い る が , 1ipopolys a cba rideや あ る種 の サ イ ト カ
イ ン の 刺激 に よ り 数時間か け て 発 現 さ れ る ら し い 7 6 )｡ も し , 今回 の 実験 中 に エ
ン ド ト キ シ ン が 混 入 し て い た な ら ば , i N OSが 関与 し て い る 可 鰭性 が あ る . 実際 ,
今 回 の 実験 で はLN M MA添 加 ま で 数時 間 を要 し た . こ の 可 鰭 性 に つ い て 検 討 す る 目
的 で , マ グ ヌ ス 管 を 十分 消毒 し て よ り 精製 し た イ オ ン 交 換 水 を 用 い て 予 試 験 的
な 実験 を 行 っ た 結 果 , こ の 条 件下 で もLⅣMM A収 縮 は 同 じ 程度 発 現 し た ｡ ま た ,
i NO Sの 発 現 を抑制 す る 目 的 で イ ン キ エ ペ - シ ョ ン 中 , デ ヰ サ メ サ ゾ ン 1 0- 5M存
在 下 で 同様 な 実験 を 行 っ た結 果 , や は りLN M MA収 縮 は 発現 し た (pe r s o n al c o n m
ロnic atio n) . ま た , も しi N O Sの 発 現 で 説 明 す る の な ら ば , 当然 , 他 の 末 棺血 管
で もiNOS が発 現 し て い る は ず で あ り , LNMMAで 脳 血管 の み がJR縮 す る 機 序 の 説 明
と は な り に く い ｡ との よ う に , iNO S によ り 生 成 さ れ たⅣ0がL河MMA によ り 阻害 さ れ
た 結果 と は考 え に く い ｡ た だ し , 後 述 の よ う に 僅 か なi NO Sの 発 現 で 生 成 さ れ た
Ⅳ0を阻害 す る だ け で もⅣ0生 成 阻害 に 対 す る 血 管平 滑筋の 感 受性 が 脳 血 管が 高 い
可 能性は あ る ｡ い ずれ に して も, 内皮 擦過 標本 で も脳血 管 がLⅣ舶A添 加 で 収縮す
る現 象に 関し て は 未解決 で あ り今後さ らな る革討 が 必要 で あ る o
今回 の 実験 で は , LN M M Aが 選択 的 に 頭 蓋 内 動脈 を収 縮 さ せ る 機序 に つ い て , さ
ら に 検討 を 加 え た o 現 在 , 内皮 細 胞 か ら 遊 離 さ れ たN Oは 血 管 平 滑 筋 の s oltlble
gu a nylate cycla s eを活 性化 し て cGMPを 増加 さ せ 血 管 を 弛 緩 さ せ る こ と が 明 か と
な っ て い る77 )｡ 摘出血 管 に お い て 内皮擦過標本 の cG MP量 は , 無 傷標 本 に 比 べ 著
しく 低 い こ と よ り , 摘 出血 管 で もⅣ0の 基礎 遊 離 が あ る と 考 え られ て い る78) ｡ 従
っ て , 今 回観葉 さ れ たLNM M A によ る 脳 血管 の 選 択 的 な 塀 縮 の 機序 と し て , LNM M A
に よ るⅣ0合成 阻害 作用 が 脳 血管で 選択 的 に 高 い 可 能性が 考 え ら れ た ｡ こ の 可能
性 を検討 す る 目的 で , 各 血 管 にLNMMA処 置 (1 0
‾ 4M, 5nin) し た 時 の 血 管壁 の
cGM P量 を Ⅳo遊 離 の 指標 と し て 測定 し た ｡ そ の 結 果 , L N封M A処 置 に よ る cGM P量 低 下
の 程 度 はLⅣMA処 置 で 殆 ど塀縮 し な い 大 腰動 脈 が 最 も 強く , 脳 底動脈 に お け る
cGMP低下 は冠 動 脈 , 腎動脈と は ぼ 同程度だ っ た o 従 っ て , IiNMMA処置 に よ り脳 血
管 に お け るNO遊 離 が 軽く 阻害 さ れ , 攻紡が 生 じ た と い う可 能性 は 否定 さ れ た .
別 の 可 健性 と し て , Ⅳ0基礎 遊 離 の 低 下 に 対す る 血 管平 滑 筋 の 感 受 性が 血 管 斥
に よ り異 な る 可 能性 差 が 考 え られ る o 即 ち , LN MA処 置 に よ りⅣ0の 基 礎遊 離が 低
下 す る と 脳 血 管 の 平 滑筋 の み が 感受性 が 高くJR縮 を生 じ た 可 能性 が あ る o こ の
機序 を 証 明す る こ と は 困難 で あ る が , 以下 に 推察 す る 械序 は , LNM朗A収 縮 が カ ル
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シ ウ ム 括 抗 薬 で 阻害 さ れ る.と い う 今回 の 実 験 結 果 と考 え 併 せ る と 都 合 よ く 説明
で き る o 即 ち , 今回 の 実験 に お い てLNMA処 置 に よ る 脳 血 管 の 塀縮 は , カ ル シ ウ
ム 括抗薬 ジ ル チ ア ゼ ム (10
1 7 10
‾ 5M) お よ ぴ ク レ ン チ ア ゼ ム (10
- 8
- 10
- 6M) で
軽く 抑制 さ れ た が , 両薬 物の 濃度 は , 摘出血 管 で カ ル シ ウ ム 括 抗作 碍を示 す濃
度 で あ り , 且 つ ク レ ン チ ア ゼ ム の LNMMA収縮抑制作 用 が ジ ル チ ア ゼ ム よ り 約10倍
強い と い う 活 性 比 は , カ ル シ ウ ム 括 抗 作用 の 活 性比 と 一 致 す る 1) . 従 っ て , ジ
ル チ ア ゼ ム , ク レ ン チ ア ゼ ム に よ るLNMMA収 縮抑制 ほ , 脳 血 管 の 電 位 依 存性カ ル
シ ウ ム チ ャ ン ネ ル が 阻害 さ れ た 結果生 じ た と考 え ら れ る ｡ 言 い 換 え れ ば , 脳血
管で はLNMMA処 置 に よ りN O遊 離 が 低下す る と 電 位依 存 性カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル
が 活 性化 さ れ た こ と に な る ｡ こ の 機序 を説明 す る 考 え 方 と し て 最 近 , 血管 の 基
礎張 力 の 制御 に お い て 注 目 さ れ て い るCa - a ct iv ated ‡- cba n n el の関 与 7g)を考 え
併せ る と 非常 に 都合 良 く説 明 で き る ｡ As a n oら 8 0 )は , イ ヌ 摘 出血 管 に お い て 脳
底 動 脈標本 で は 末 栴動脈 ( 腸 間膜動脈) と異 な り , 静常状 態 で 電 位 依 存性 カ ル
シ ウ ム チ ャ ン ネ ル を介 し た カ ル シ ウ ム 流入 が あ り , こ の 流 入 し た カ ル シ ウ ム に
ょ り1a rge c o ndu ct
l
a nce KCa cha n n el が活 性化 さ れ た 状 態 に あ る こ と を 証 明し
た ｡ 従 っ て , 静常 状態 に 1a rge c o ndu ctanc e KCa cha n n el阻害 剤 で あ る cha ry -
bdot?又in (Cb T X) を処 置す る と 脳 血管 の み が 収縮 し, こ の 収縮 はCa括抗薬
nifedipin eで 阻害 さ れ る と い う ｡ 実際 , 今回 の 実 験 で もイ ヌ 各 種 摘 出血管 に
cba rybdoto xinを 処 置 す る と 頭蓋 内動 脈 の み が 収縮 し た が , 他 の 末 栴動脈 で も
20TnME＋で 収縮 ( 細胞内カ ル シ ウ ム を上 昇) さ せ た 状 態 にL ⅣMuAま た は cha ryb do -
to xinを処 置す る と 収縮 が発 現 し た ｡ さ ら に , こ の 仮 説 を説 明す る た め の 興 味 あ
る 知 見と して , 血 管 に 存在す る1arge co nducta n c eK Ca cha n n elが , cGMP-
depe nde nt pr otein kin a s eま た は , NO自身に よ り 活 性化 さ れ る と い う が 報告が
蓄積 さ れ つ つ あ る 8 1 ) 8 2 8 3 ). こ の よ う に 今 回 の 実験結果お よ びcG加P, NOと Ca -
a ct ivated 正一 cbannelに 関 す る 最近 の 知 見か ら考 え 併せ る と , 今 回観察 さ れ た 脳
血管 に お け るLNMMA収 縮 の 機序は , 以下 の よ う な 可 能性が 考 え ら れ る o
脂;血管;に…ミ軒 折る三;L 紬;舶収≡締;弥機ミ守 ;振説三ま≡;≡
LⅣ洲Aに よ るNO生 成低下 ま た は cGMPの 低下
1
活 性化 さ れ て い た E Ca cha n n el ( 頭 蓋 内動 脈の み) の 抑 制
J
電位依 存性Ca 占ha n n elの 活 性化 に よ る 収縮
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し か し , 脳血 管の 基 礎 張力発生 の 機序 は複雑 で あ り , 別 の 機 序 と し て 弛 緩因子
( 主にⅣ0生 成) と 収 縮因 子 (主 に ア ラ キ ド ン 酸 の シ ク ロ オ キ シ ゲナ ー ゼ産 生物)
と の 相対 的 な バ ラ ン ス に よ り 制御 さ れ て い る こ と も報 告 さ れ て お り 8 3 ), こ の 機
序 で もⅣ0生 成阻害 で ア ラ キ ド ン 酸 産生 物量 が 有意 に な り , 何 ら か の 機 序 を 介 し
て 最 終的 に 電 位依 存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル が 活 性化 さ れ る 可 能 性 もあ り , 今
後さ ら な る 検討 が 必 要で あ ろ う ｡
脳 血管 障害 の 病態 を考 え た 場 合, 血 管 内皮 細 胞 が 障害 を受 け , 内皮依存 性 弛
緩因子 の 遊 離 障害 が 生 じ , 脳 血 涜 が 低下 し て い る よ う な状 態 が 発生 す る こ と は
十分考 え ら れ る ｡ 今 回観 客 さ れ た ジ ル チ ア ゼ ム ま た は ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る
LN M uA収 縮 の 抑 制 は , あ る種 の 脳 血 管障害 患 者 に カ ル シ ウ ム 桔 抗 薬 が 有 用 で あ る
と い う 臨床結 果を説 明す る ひ と つ の 機 序 な の か も し れ な い ｡
5. 小 括
著者 ら は , イ ヌ 摘出動脈 ( 脳底 , 中大脳 , 冠 , 腸 間 , 腎 , 大 願) に打0合成阻
害剤LⅣM N A(1 0- 7 - 3Ⅹ10- 4M) を処 置 す る と , 頭 蓋 内動 脈 ( 脳底, 中大 脳) の み が
強い 収 縮 を生 じる こ と を観察 し た o こ のLNMA収 縮 は , 内皮 依 存性 の 収 縮成分 と
非依存性 の 収縮 成 分 が 存在 し , 共 に レ a rginin e(10
- 3M) 処 置 で 抑制 さ れ , D-
a rginin e(1 0
- 3M) 処 置で は 抑制 さ れ な か っ た こ と よ り , 両 塀縮成分 はⅣ0生成 阻
害 の 結果生 じ て い る と 考 え られ た o し か し , 脳 血 管 に お け るLN M凹A処 置 (10
‾ 4M)
に よ る cGM P低 下 は , 他 の･血管標本と 比 較 し て も強 く な い こ と か らⅣ0遊 離阻害 の
程度 で 説 明 で きず , NO皇 (cGM P量) の 低下 に 対 す る 脳 血 管 の 高感 受 性 に よ る 可
優性 が 示 唆 さ れ た ｡
こ のL ⅣMMA収 縮 は , カ ル シ ウ ム 括 抗薬 ジ ル チ ア ゼ ム (10
- 7
- 10
- 5M) お よ び ク レ
ン チ ア ゼ ム (10
‾ 8 - 10
‾ 6M)処 置 に よ り 強 く抑制 さ れ る こ と , ま た , Ca - act iv ated
E chan n el阻 害剤 charybdoto‡in で 疑 似で き る こ と か ら , Ⅳ0の 低下 (cGMPの 低 下)
一 Ca - a ct iv ated 苫 cha n n elの 抑制 一 電 位依存性ca cha n n elの 活 性化 と い う磯序
に よ り生 じ て い る 可能性 が 示唆 さ れ た ｡ あ る種 の 脳 血 管障 害で は 内皮障害を伴
っ た 内皮 依存性 弛 緩因 子 の 遊 離が 低下 し , 脳血 管 収縮 が 生 じ て い る と 考 え られ ,
こ の よ う な病 態 に カ ル シ ウ ム 括抗 薬が 有 用 と 考 え ら れ る ｡
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第 二 章 ク レ ン チ ア ゼ ム 存在下 の Ca誘 発血 管 弛 漢 の 横 序
1. 緒言
内皮細 胞 は , 様 々 な 血 管収縮物質 ･ 弛緩物質 を 遊離 し , 血 管 の 緊張を制御 し て
い る o Furchgot,tとza v adzkiら
6 3 )は , 初 め て 内皮依存 性血 管弛緩因子 (E D RFs)
の 存 在 を 報告 し , 現 在EDRFsの ひ と つ は , 一 酸 化 窒素 (打0) ま た は そ の 関 連 化合
物で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る8 6 ) 8 7 ). EDRF は血 管平 滑筋 の 可 溶性gua nylate
cycla s eを活性 し , cycl ic GMP を増加 さ せ る 8 8) o 増加 し た cycl ic G MPは , Ca -
activ ated X＋ cha n n el の活 性 化81 )8 2 ) 8 3 ) 8 9) , E＋c o nducta n c eの 上 昇 90 ), ミ オ シ
ン 軽鎖 とcaの 相互 作用 阻 害g l), IP3生 成 の 阻 害g 2)な ど に よ り血 管 を 弛緩 す る こ
と が 報告 さ れ て い る ｡ 内皮細胞 へ の カ ル シ ウ ム 涜 入は , E D RF の遊 離 ･生 成 に 重要
な 働き を し て い る 9 3) o し か し , EDRFの 遊 離 ･生 成 に お ける 電位 依存 性カ ル シ ウ
ム チ ャ ン ネ ル の 関与 に 関 し て は 不明 な 点が 多い ｡ Singe rとPeacb9 4) 紘 , 家 兎大
動脈 の m etba cholin eに よ る 内皮依存性血 管 弛緩 は , ベ ラ バ ミ ル , ニ フ ェ ジ ピ ン
に よ り 抑 制 さ れ る こ と 報 告 し た ｡ 一 方 , Jayakodyら9 5)紘 , 家 兎大 動 脈 に お け る
EI)RFの 遊 離 ･生 成は , ジ ル チ ア ゼ ム や ニ カ ル ジ ピ ン な ど の カ ル シ ウ ム 括抗 薬 に よ
り 影 響 さ れ な い こ と を報告 し て い る ｡
前 報1) に お い て , 著者 ら は新規1,5- ペ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 系ca括抗 薬 ク レ ン チ ア
ゼ ム の 存 在下 で イ ヌ 冠 動脈が カ ル シ ウ ム 添 加 に よ り弛 援す る こ と を 観察 し た ｡
本章 で は こ の カ ル シ ウ ム に よ る 弛緩 の 機序 に つ い て さ ら に 検討 し , こ の 機序に
E DRF が関 与す る と い う 証 拠 を得 た ｡
2_ 実載 材料 お よ び 実親 方法
2-1 使用動物 お よ び 一 般条件
8- 15 kgの 碓 性雑 犬 を ベ ン ト パ ル ビタ ー ル (3 0¶g/kg) の 静脈内投与 に より 麻
酔後 , 脱 血 に よ り 致死 さ せ た ｡ 心 臓 , 腎臓 , 腸 間 膜動 脈 を 直 ち に 摘出 し , 4 oC
の 栄養液 中で 一 晩保存 した ｡ 心臓 よ り 左 冠 動脈 回 旋枝 (外径 :1. 0- 1 . 5 m m) , 腸
間膜動脈 の 第 一 分 枝 ( 外径:1. 0 - 1 . 5 m) , ま た 腎動 脈 (外径:1. 2 - 1 . 6 m m) か
ら結 合組 織お よ び脂肪を取 り 除き, 長 さ 5 m mの リ ン グ状標本 と し た ｡ 標本 は
95%02/5%CO2混 合 ガ ス を 通気 した 栄 養液 (37
oC) を含 む15 nlの マ グ ヌ ス 管 に 約
1. 5 gの 静 止 張 力 を 負荷 し 懸垂 し た ｡ そ の 際 , 血 管 の 内膜 面 に 傷害 を与 え な い よ
う に 十分 注意 を 払 っ た ｡ 脱 イ オ ン 交換水 で 調 製 し た 栄養 液 の 組 成 は , 以 下 の よ
う で あ る . ⅣaCl:147. 2, E el:5. 4, MgC12:1. 0, CaC12:2;2, ⅣaⅡCO3:14. 5.
de x r o s e :5. 4 くpE 7. 3- 7. 4) o 等 尺 性 張 力 は , ス ト レ イ ン ゲ ー ジ ト ラ ン ス デ ュ
ー サ (U L- 10, ミ ネ ベ ア) を用 い 測 定 し , マ ル チ コ ー ダ ー (MC- 6 62 1. グ ラ フ テ
ー 6 4 -
ッ ク) 上に 記 録 し た ｡
9 0- 12 0分間 の 平 衡 化後 , 標 本はCa2＋fr e e/E＋ 一 脱 分 極 栄養 液 (8 0mM E Clを 加 え ,
等 モ ル の ⅣaCl除去) に 曝 さ れ た ｡ Ca2＋キ レ ー ト剤 は 添 加 し な か っ た ｡ 初 め て ,
ca2'fre e/E＋ 一 脱分極栄養液 に 曝さ れ た 時, 一 過 性 の 収縮を生 じ た が ,.繰 り 返 し
の 洗備 に よ り こ の 収縮は 消失 した ｡ す べ て の 実 験 は , Ca2十fr e e/‡十 一 脱 分極栄養
液中 で 行 われ た , Re sting tensionは , こ の Ca2＋fr e e/E＋ 一 脱 分極栄 養 液 に 置換 し
て も変化 し な か っ た ｡
2- 2 Ca誘発 血 管弛手 に 対す る 種 々 薬物 の 影響
一 定 し た 反 応 を 得 る た め に , Ca2＋ (1 0
1 5 - 10
1 3M) は 繰 り 返 し 累積 的 に 処 置 さ
れ た . 反応 が 安 定 し た 後 , ク レ ン チ ア ゼ ム (1 0
‾ 7
o r 10
- 6M) , ジ ル チ ア ゼ ム
(3Ⅹ10
‾ 6M) , エ フ ェ ジ ピ ン (3Ⅹ10
- 8M) , ベ ラ バ ミ ル (3Ⅹ10
- 6M). が 次 の Ca
2 ＋累
積投与の 10分前 に 処 置 さ れ た o あ る 実験 で はイ ン ド メ タ シ ン (5Ⅹ1 0
- 6M) ま た は
オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン (1. 5Ⅹ1 0
1 6M) が Ca2＋累 積投与 の15分 前 , ク レ ン チ ア ゼ ム
(1 0
‾ 6M) 処置 5 分 前 に 加 え られ た o
オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は , Ma rt inら の 方法g 6 )に 準 じ て 調 製 さ れ た ｡ 簡単 に 説 明
す る と , オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は , 純水 で 調 製 し た1 mMの 市 販 の ヘ モ グ ロ ビ ン に
10倍 モ ル 量 以上 の s odium dithio nite (NaS204) を添 加 し , そ の 後 s odiu m
dithioni teは , 1 0 0倍 量 の 純 水 申 で 4
o
C , 5 時 間 透析 さ れ た . 調 製 さ れ た オ 阜 シ
へ モ ギ ロ ビ ン は - 2 0
o
C で 凍結 さ れ , 14 日間保存 さ れ た ｡
メ チ レ ン ブ ル ー を 用 い た 実験 で は , メ テ レ ン ブ ル ー は ク レ ン チ ア ゼ ム 存在
下 のCa2＋反応 の プ ラ ト ー 柑に 添加 さ れ た ｡
2- 3 Ca誘 発血 管弛 蕉 に 対 す る 内皮細胞 刺青 の 影響
内皮細 胞の 剥離 は , 綿棒 で 内膜面 を軽く 擦過 す る こ と に よ り行 っ た ｡ 剥離操
作 の 有効 性は , ア セ チ ル コ T) ン (1 0
- 6M) ま た は カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア
A2 3187(1 0
‾ 7M) の 添 加 に よ り 弛緩反 応 が 生 じ な い こ と に よ り 確 認 し た Q あ る 標
本 で は走 査電 子顧 微鏡に よ り 確 認 し1= Q
2- 4 サ ン ドイ ッ チ 模本
サ ン ドイ ･, チ 標 本は , TayoとBeva ng 7 )に よ り 報告さ れ て い る よ う に 内皮依存
性弛援 因 子 の 遊離 を確 認 す る た｢め に 使 用 さ れ た ｡ 簡単 に 説 明す る と , レ シ ピ エ
ン ト冠 動脈標本 は 前述 の よ う に 内皮細 胞 が 剥 離 さ れ , ド ナ ー 組織 ( 冠動脈 標 本
ま た は腸 間膜 動脈 標本) は 反 転後 , レ シ ピ エ ン ト 組織 の 管 腔 内 に 挿入 さ れ た ｡
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2- 5 珠計解析
結 果 は 平均 ± 榛準誤 差 で 示 し , 統計処理 はStude nt' s t - te st によ り 行 わ れ た o
2- 6 使用薬物
使用 し た 薬物 は 以 下 の よ う で あ る : ク レ ン チ ア ゼ ム ( マ レ イ ン 酸 塩) , ジ ル
チ ア ゼ ム ( 塩酸 塩) , ニ フ ェ ジ ピ ン は , 田辺 製 薬 (柿) 有 機化 学 研究所 で 合成
し た ｡ ベ ラ バ ミ ル (塩 酸 塩 , バ ソ ラ ン , エ ー ザ イ) , ア セ チ ル コ リ ン (オ ピ ソ
ー ト
, 第 一 製 薬) , メ テ レ ン ブ ル ー (Ju n s ei Che n. Co) , A2 3 1 8 7, イ ン ドメ タ
シ ン , ヘ モ グ ロ ビ ン(Type I, Sigm a) . A 2 3187 と イン ド メ タ シ ン は , そ れ ぞ れ
ジ メ チ ル ス ル オ キ シ ド と エ タ ノ ー ル (1 0
- 3M 保存 溶液) に 溶 解 し た . 他 の 試薬
は 蒸 留水 に 溶 解 し た ｡
3_ 結 果
3- 1 カ ル シ ウ ム 括抗英存在 下 の カ ル シ ウ ム 反 応
Fig･ 36 に Ⅹ＋ (80 mM) で 脱分極 した 冠動脈 , 腸 間膜 , お よ び腎動 脈 標 本 に お
け る カ ル シ ウ ム 収 縮 に 対 す る ク レ ン チ ア ゼ ム 前処 畳 の 効果 の 典型 例 を 示 し た ｡
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カ ル シ ウ ム (3Ⅹ10
一 声 - 10
‾ 3M) は , す べ て の 動 脈 標本 に お い て 濃度 に 依 存 し た
収 縮を 起 こ し ･ こ の 塀縮 はク レ ン チ ア ゼ ム (1 0- 7M) 前処 置 に よ り 部 分 的 に 抑制
さ れ た o しか し , ク レ ン チ ア ゼ ム の 高 濃度処 置 (10
- 6M) で は 冠 動 脈 標本 の み が
カ ル シ ウ ム 添 加 で 弛緩 を生 じ た . 最 大 弛摸 は , 10
- 3対 カ ル シ ウ ム 添 加 で 得 られ
た ｡
Fig･ 37 に ク レ ン チ ア ゼ ム (1 0
‾ 6M) , ジ ル チ ア ゼ ム (3Ⅹ1 0
1 6M) , ベ ラ バ ミ ル
(3xlO
- 6M) , エ フ ェ ジ ピ ン (3Ⅹ10
- 8M) 存在下 のE＋脱 分極 イ ヌ 冠 動 脈 模本 に お け
る カ ル シ ウ ム の 濃度 一 反 応 曲線を示 した ｡ 最 大 弛 緩 は10- 3Mの カ ル シ ウ ム 添 加 で
得 ら れ , そ れ 以 上 の 濃度 の カ ル シ ウ ム で は 収 縮 に 転 じ た ｡
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3- 2 内皮細 胞 の 除去
Fig･ 3 8 は , E＋ - 脱分 極 イ ヌ 冠動 脈標 本 (ク レ ン チ ア ゼ ム 存 在 下 , 非 存 在 下)
へ の カ ル シ ウ ム 添 加 に よ る 張 力変化 に 対 す る 内皮 細胞 除 去 の 影 響 を 示 し た ｡ 図
の 如 く , 冠動脈標本 に お ける カ ル ヤウ ム の 最 大 収縮 は , 内 皮 細胞 の 除 去 に よ り
約3 倍 に 増強 し た o し か し , カ ル シ ウ ム に 対 す る 開 値濃度 は変化 し な か っ た ｡
ク レ ン チ ア ゼ ム (10
- 6M)
- り は ぼ 消失 し た .
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3 - 3 イ ン ドメ サ シ ン , オ ヰ シ ヘ モ グ ロ ビ ン , メ チ レ ン プ)t' - の 影響
E＋(80nM)- 脱 分極 イ ヌ 冠 動脈標本の カ ル シ ウ ム 添 加後 に 得 られ た 収 縮 は , イ.
ン
ドメ サ シ ン (5Ⅹ10
- 6N) 処置 に よ り 影響 さ れ な か っ た . ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム
(10
- 6M) 存 在下 の カ ル シ ウ ム 弛緩 もイ ン ド メ サ シ Y に
h
よ り 影 響 さ れ な か っ た
( 図に 示 さ ず) 0
- 6 8 -
F ig･ 39 にク レ ン チ ア ゼ ム (1 0
- 6M) 存在 下 ,. 非存在下 に お け る K＋(8 0mMト脱
分 極 イ ヌ 冠 動 脈 標本の カ .}t, シ ウ ム 反応 に 対す る オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン (1. 5貫1 0- 6
”) の 効果 の 典 型例 を示 す ｡ オ ヰ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は基 礎 張力 に 影 響 し な か っ た が ,
カ ル シ ウ ム に よ る 最 大 張力 を 2 倍 に 増大 き せ た (1. 5±0. 1 2g v s 2. 74 j:0. 3g,
′
n: 6) o し か し , カ ル シ ウ ム の 開催 濃度 に は 変化 を 与 え な か っ た ｡ ク レ ン チ ア ゼ
ム (10
‾ 6M) 存在下 の カ ル シ ウ ム 誘発 弛援 は , オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン に よ っ て 殆 ど
- 消失 し た ｡ ま た , オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は内皮擦過 冠動脈 標本 に お い て カ ル シ ウ
ム 収縮 を増強 しな か っ た ｡
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Fig1 40 にク レ ン チ ア ゼ ム (1 0
‾ 6M) 存在 下 に お け る E＋(8 0mu)一 脱 分極 イ ヌ 冠
動 脈標本 の カ ル シ ウ ム 弛腰 反 応 に 対す る メ チ レ ン ブ ル ー の 効果 を示 す o 囲 の 如
く , メ テ レ ン ブ ル ー の 後処 置 (1 0
‾ 5M) は , ク レ ン チ ア ゼ ム (1 0
- 6M) 存 在 下 で
生 じ た 脱分極 筋 の カ ル シ ウ ム 誘発 弛緩 を回復 さ せ た ｡
20min
lg
Cle ntJ
'
a z e m1 0
- 6
”
ca2十 1 0
‾ 3
M
O
O
M 8 1 0
- 5
M
ロ〉
≡
-
■
l=
0
の
⊂
d)
ト･
5 0 0
- 5 0 01
Fig･ 40 I ELfect of 皿ethylen eblue onCa2 ._induc ed
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3 -4 サ ン ドイ ッ チ 模本
内皮細胞 が 存在す る ド ナ ー 標本 を伴 っ た サ ン ドイ ッ チ 標本 に お い て , 内皮を
剥離 した re cipie nt冠動 脈の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンF2 α (PGF2 α 2Ⅹ10
- 6M) 収縮 は ,
ア セ チ ル コ T) ン (10
- 6M) 添加に よ り 約5 0% 弛凄 を生 じ た (図 に 示 さ ず n: 5) o
こ の サ ン L･ イ ッ チ 標本 に お い て , ク レ ン チ ア ゼ ム (10- 6N) 存在 下 に カ ル シ ウ ム
(3Ⅹ10
‾ 5 - 10
- 3N) を添 加す る と , 内皮 を剥 離 した 標本で も弛緩 が 認 め られ , こ
の 弛緩反 応 は 無 傷標本で 認 め られ た 弛 緩の 約50% であ っ
■
た (Fig
.
･ 41 a) o 腸間膜
動脈をdon o rと し た サ ン ドイ ッ チ標本 で も , 内皮剥離 の r eeipient冠 動脈標本 は ,
同様 に カ ル シ ウ ム 添加 で 弛緩 が認 め られ た (Fig. 41 b) o
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- 7 1-
4. 考 案
前報1) の 研 究 で , 著者 ら は 新規1, 5 - ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 誘導体 ク レ ン チ ア ゼ ム
の カ ル シ ウ ム 括抗 作用 を 調 べ て い る 時 に , イ ヌ の Ⅹ＋ 一 脱分 極冠動 脈標 本 に お い て ,
ク レ ン チ ア ゼ ム の 高 濃度 存在 下 で 予想 外 の カ ル シ ウ ム 添 加 に よ る基 礎 張 力 の 減
少を 観察 し た ｡ 本 草 で は , こ の カ ル シ ウ ム 添加 に よ る 血 管 弛 緩の 機 序 に つ い て
検討 を加 え た ｡
カ ル シ ウ ム に よ る 血 管弛 緩 は ク レ ン チ ア ゼ ム と 同様 に , ジ ル チ ア ゼ ム , ベ ラ
バ ミ ル , ニ フ ェ ジ ピ ン の 高濃度存在下 で も生 じ た ｡ そ れ 故 , こ の 弛 緩 反 応 は ,
す べ て の カ ル シ ウ ム 括抗 其の 存 在 下 で 認 め られ る 現象 で あ る こ と が 明 か と な っ
た o ま た , こ の 弛 緩反応 は , 内皮細胞 の 除 去 に よ り消 失 す る こ と も 明 か と な っ
た ｡ 内皮細胞 は , プ ロ ス タ サ イ ク リ ン (PG I2) やEDRFの よ う な 血 管弛 緩因子 を
遊離す る こ と に よ り血 管 の 張力を制御 し て い る ｡ そ れ 故 , 本実験 で はPGI2産生
を 阻 害す る イ ン ド メ タ シ ン , ED RFを 不 活化 す る オ キ シ - モ グ ロ ビ ン 9 8)お よ び 平
滑筋 の 可 溶性 グ ア ニ レ ー ト シ タ ラ ー ゼ を阻害 す る メ テ レ ン ブ ル ー を用 い て , ど
の 内皮由 来の 物質 が 弛緩 に 寄与 し て い る か を 検討 し た ｡ そ の 結果 , カ ル シ ウ ム
弛緩 は , オ ヰ シ ヘ モ グ ロ ビ ン , メ チ レ ン ブ ル ー に よ り 阻害 さ れ た が , イ ン ド メ
タ シ ン で は 影響 さ れ な か っ た ｡ さ らに , ク レ ン チ ア ゼ ム 存在下 の カ ル シ ウ ム 弛
緩 は , サ ン ドイ ッ チ 標本 ( ド ナ ー : 無 傷冠 動脈 組 織, レ シ ピ エ ン ト : 内皮 擦 過
冠 動 脈 標 本) に お い て も再 現 さ れ た ｡ こ れ らの 結 果 よ り , カ ル シ ウ ム に よ り 遊
離 さ れ る 物質 はE DRFと考 え られ た . EDRFsは 少 な く と も 2 つ の 物 質 Ⅳ0と未 同定
の 過 分極 を起 こ す 物 質が 存在す る と 考 え ら れ て い るg 9)loo )｡ こ の 研究 はⅩ十 一 脱
分極筋 で 行わ れ て い お り 過分 極物質の 影響 は な い の で , 観 察さ れ た カ ル シ ウ ム
弛緩 は恐 らくNOに よ る と 考え ら れ る . X＋ 一 脱分極状態 で は , 摘出血 管標本 へ の カ
ル シ ウ ム 添 加 は 平 滑筋の 収縮 と 弛 緩因子 の 遊 離を 起 こ す ｡ 高濃度 の カ ル シ ウ ム
括抗薬存在下 で は 収縮 は 弛緩 に 転 じ る が , こ の 弛緩反 応 は カ ル シ ウ ム 括抗薬 は平
滑筋 へ の カ ル シ ウ ム 流入 を阻害す る が 内皮細胞 へ の カ ル シ ウ ム 涜 入 に 影響 しな
い 95 )の で
,
こ の よ う な カ ル シ ウ ム に よ る 弛 緩が 生 じ た と 考 え ら れ る ｡
こ の カ ル シ ウ ム 弛緩 は 冠 動脈標本 で は 認 め られ た が , 腸 間膜 動 脈標 本 ま た は
腎動 脈標本 で は認 め ら れ な か っ た こ と は , た い へ ん 興 味深 い ｡ こ の 組 織感 受 性
の 差 はE DRFに 対す る 各 種平滑筋 の 感 受性の 差 , ま た は 遊 離 さ れ るEDRF の量 が 異
な っ て い る 可 能性 が 考 え られ た ｡ し か し , 我々 の 実験 で は 無 傷冠動 脈だ け で な
く 無 傷腸 間膜動脈組織 をEDEFの ドナ ー .t し た 場 合 で も , カ ル シ ウ ム 弛緩 は 観察
さ れ た o した が っ て , こ の 組織 差 は生 成 ･ 遊 離 さ れ るEDRF の量 的 な 差 と い う よ り
ち , EDRFに 対す る 平滑筋 の 感受性 の 差 と 考 え られ る ｡
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5. 小鼓
イ ヌ 各種摘出血 管 の E＋ 一 脱 分 極標本 に お い て , 高濃度 の カ ル シ ウ ム 括 抗薬 存在下
で は カ ル シ ウ ム 添 加 に よ り , 冠 動 脈標本 に お い て の み 弛緩反 応 が 観察 さ れ た ｡
こ の 弛謀反 応 は , オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン (Ⅳ0を 直接不活性化) お よ び メ テ レ ン ブ
ル ー (gu a nylate cycla s eの 阻剤) で 抑制さ れ た が , イ ン ド メ タ シ ン で は 影響 な
′
か っ た こ と か ら , Ⅳ0を 介 し て 生 じ て い る こ と が 明 か と な っ た ｡ ま た , 冠動 脈 で
の み 生 じ た 現 象 は , サ ン ドイ ッ チ 標本 を 用 い た 実 験 よ り , Ⅳ0 の遊 離 量 の 差 で は
な く , Ⅹ＋ 一 脱 分 極下 の 冠 動脈標 本が Ⅳ0 に対 し て 感 受 性 が 高 い こ と が 示 唆 さ れ た ｡
以 上 の 結果 よ り , カ ル シ ウ ム 括抗 薬 は 内皮 細胞 か ら のⅣ0遊 離 ･ 生 成 に 影響 せ ず ,
K＋ - 脱 分 極 に 反 応 し た 平 滑筋収縮 を 阻害 で き る こ と が 明 ら か と な っ た o こ の 現象
は , 冠動 脈 の 血管 ス パ ス ム の 治療 に カ ル シ ウ ム 括抗 薬 が 有用 で あ る と･ い う 捻床
成績 を 説 明す る ひ と っ の 現象 な の か も し れ な い ｡
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第 三 章 第 二 霜 の ま と め
イ ヌ 各 種摘出血 管 を 用 い て ク レ ン チ ア ゼ ム の 血 管 選 択 性 を 検討 中 に , 脳 血管
お よ び冠 動脈 で 興 味 あ る 現 象 を観察 し た ｡
選 択的Ⅳo合成 阻害剤 L- モ ノ メ チ ル ー ア ル ギ ニ ン (LⅣMMA) を 摘 出血 管に 処 置す
る と 頭蓋内動脈 ( 脳底動脈 , 中大 脳動 脈) の み が 削 ､収 縮 を生 じ , こ の 収 縮 は
カ ル シ ウ ム 括 抗薬 で あ る ジ ル チ ア ゼ ム , ク レ ン チ ア ゼ ム で 抑制 さ れ る 現 象を観
葉し た o こ のLNMMAに よ る脳 血 管の 収 縮 は 内皮 に 依 存 し た 成 分 と 非依存の 成分 が
存在 し , 両成 分と もⅣ0合成 酵 素の 基 質 を 添加 す る こ と に よ る 抑 制 さ れ た こ と か
ら , NO生 成 阻 害で 生 じ て い る こ と が 示 唆 さ れ た o 各 血 管 標 本 に L NM M Aを処 置 し た
時 の 血 管 壁 cG M Pの 低 下 は , 大 き な 差 異 が 認 め られ な か っ た こ と か ら , LN M M Aは 選
択的 に 頭 蓋内動脈 の Ⅳ0遊 離を 阻害 し て い る 可 能性 は否 定 さ れ , Ⅳo遊 離 に 対 して
脳血 管 の 平滑筋が 強 く反 応 し た こ と が 推定 さ れ た ｡ 脳 血 管 に 選 択的 な 収縮 は ,
ca2＋ - a ct iv ated X- cha n n elの 阻害剤 ca rybdotoxinで 疑似 で きる こ と , ま たNO や
cG M Pが 血 管平 滑筋 のCa2＋ - a ct iv ated 冗- chann elを活 性化 し て い る と い う 最近 の
知 見を考 慮す る と , LN M MAに よ る 頭蓋 内動脈 の 塀 縮 は , L NMMA処 置 に よ りⅣ0遊 離
畳 ま た は cGMP低下 に よ り 血 管のCa2＋ - a ctiv ated EI Cha n n elが 抑制 さ れ , そ の 結
果 と して 電 位依存性カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル が 活 性 化 さ れ 生 じ た 収 縮 の 可能 性が
考 え ら れ た o こ の よ う に , カ ル シ ウ ム 措抗 薬 がL N Mu A収縮 を 抑 制 す る 現 象 よ り ,
内皮細胞障害 を伴 っ た 脳血 管障害 に 対 し て カ ル シ ウ ム 括抗薬 を使 用 す る こ と は ,
選 択的 に 脳血 管を 拡 張さ せ る 可 能性 が あ り , 意義 の あ る 薬物治 療 な の か も し れ
な い ｡
ま た , カ ル シ ウ ム 括抗薬存在下 のE＋ - 脱 分極筋 で は , カ ル シ ウ ム 添 加 に よ り冠
動脈 標本 の み が 弛緩反 応 を示 し た . こ の 弛緩反 応 は , オ ヰ シ ヘ モ グ ロ ビ ン (NO
を 直接不 活 性化) お よ ぴ メ テ レ ン ブ ル ー (guanylate cycla s eの 阻 剤) で 抑制
さ れ た が , イ ン ド メ タ シ ン で は影響な か っ た こ と か ら , Ⅳ0を介 し て 生 じ て い る
こ と が 明 か と な っ た ｡ ま た , 冠 動脈 で の み 生 じ た 現 象 は , サ ン ドイ ブ チ 標 本 を
用 い た 実験 よ り , Ⅳ0の 遊 離量 の 差 で は な く , Ⅹ＋ 一 脱分 極下 の 冠 動脈 標本 がⅣ0 に対
し て 感受 性が 高 い こ と が 示唆 さ れ た ｡ こ の よ う に , カ ル シ ウ ム 括抗薬 ほ 内皮細
胞 か ら の Ⅳ0遊 離 ･ 生 成 に 影響 せ ず , Ⅹ＋ 一 脱分 極 に 反 応 し た 平 滑筋 収縮 を阻害 で き
る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ こ の 現 象 は , 冠 動 脈 の 血 管 ス パ ス ム の 治 療 に カ ル シ
ウ ム 括 抗 薬 が 有用 で あ る と い う臨床 成 績を説 明す る ひ と つ の 現 象 な の か も し れ
な い ｡
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絵 括
臨 床 に お い て カ ル シ ウ ム 括抗 薬 は狭 心 症 治療 薬 , 高血 圧 治 療 薬 , 抗 不 整 脈薬
と し て 汎 用 さ れ , 本邦で 開発 さ れ た ジ ル チ ア ゼ ム (d i l t iaze m) 時 , 主 に 狭心 症
治 療 薬と し て 世 界 的 に 高 い 評価 を得 て い る . 著者 ら は ジ ル チ ア ゼ ム 誘 導体の 中
か ら ジ ル チ ア ゼ ム よ り 作用 持続が 長 く , 脳 血 管 を よ り 選 択 的 に 拡張 さ せ る 化合
物ク レ ン チ ア ゼ ム を 見 い 出 し た . 本研 究で は 高血 圧 を 伴 っ て 脳 卒 中 を 発現 し ,
そ の 病 態 が ヒ ト と 類似 し て い る 脳 卒中易発 性 高 血 圧 自 然発 症 ラ ッ ト (SⅡRSP) を
主 に 用い , ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳血 管障害治 療 薬と し て の 可 能性 を薬 理学 的 に 検
討 し た . さ ら に 著 者 は , イ ヌ 各 種摘出血 管 に お け る ク レ ン チ ア ゼ ム の 血 管 拡 張
作 用 を検 討中 に , 脳 動脈 お よ び冠動 脈 標 本 で 近 年 注 目 さ れ て い る 内皮 依存 性血
管弛 緩因子 (E D R F) が 関与す る興 味あ る 現象 を見 い 出 し た . こ の 現 象 は 脳 お よ
び心 臓 の 循環 改善 を考 え る 上 で ク レ ン チ ア ゼ ム を 含 む カ ル シ ウ ム 括 抗薬 の 利点
と考 え ら れ た の で , こ の 現 象 の 機 序 に つ い て も薬理 学 的検討 を 加え た .
i . 脳卒中 モ デ ル を用 い た 研究
1. S17R S Pの 脳 卒中発 現 に 対す る 抑制効 果
8%食塩 食を 含む 粉 末 館 料で 飼育 し脳 卒 中発 現 を 促 進 さ せ たSE RSP を用 い て ク レ
ン チ ア ゼ ム の 脳 卒中発現 抑制‾効果 を検討 し た ∴ 薬 物非投与群で は 2 週 間後 よ り
体 重 の 減 少を 伴 っ て 脳卒 中が 発 現 し始 め , 卒 中発 現 に 1 - 2週 間遅 れ て 死 亡 した .
死亡 例は 食境 負荷 8 週 間後 に 約90 %に 達 し た . ク レ ン チ ア ゼ ム の 混 飼 投与 (3 0 0
ppTn, 10 0p pm) は 脳 卒中 及 び死 亡 の 発 現 を用 量 依存 的 に 遅 延 し た . 特 に 10 00ppm
投与 群で は 体重 の 減少は 認 め られ ず , 食塩 負荷 8 週間後 で も死 亡 例 は認 め られ
な か っ た . ク レ ン チ ア ゼ ム に よ る 降庄 作用 は tai 卜cuff法 で は 確 認 で き な か っ
た が , カ ニ ュ ー レ 埋 め 込 み 法 に よ る2 4時間の 血 圧 測定 で ほ 夜間 の 血 圧 を 有意に
低下 さ せ た . 別 の 同様 な 実験 に お い て 食塩 負荷 3 週 間後 の 病理 所見 を 検討 し た
結果 , ク レ ン チ ア ゼ ム は 脳 , 腎臓 の 病変及 び血 管肥 厚 を抑 制 し た . 以 上 の 結果
よ り , ク レ ン チ ア ゼ ム はSmSPの 脳卒中発 現 に 対 し て 予 防効果を 有 し , そ の 機序
と し て 降庄作用 , 臓器保護作用 が 考 え られ た .
2. SHRSP の脳 卒中発 現 後 の 神経症状 , 脳 病変 に 対す る 治 療 効果
臨 床を 考慮す る と , 薬 物投与 は 脳卒 中発 現 後 が 適当 と考 え ら れ る . そ こ で脳
卒中 発現 後に ク レ ン チ ア ゼ ム を投 与 し , そ の 治療 効 果 に つ い て 検討 し た . 現在 ,
脳 卒中急 性期 に お け る 降 圧剤 の 投与は ス チ ー ル 現 象 に よ り 虚血 障害 を 悪化 さ せ
る こ と が 危供 さ れ て い る . こ の 問題 点 も 考 慮 し て ク レ ン チ ア ゼ ム の 急 性期 投与
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の 影響 に つ い て も検討 を 加 え た . 脳卒 中発 現 後 か ら ク レ ン チ ア ゼ ム (3 ‥15, 30
mg/kg, b･ i･ d. ) を2 8日 間連 続経 口 投与す る と神経症 状 , 並 び に 脳 , 腎臓 の 組 織
障害 は用 量 依存的 に 改善 さ れ た . 脳 卒中急 性 期 ( 脳卒 中発 現 よ り 7 日間) に お
け る ク レ ン チ ア ゼ ム の 経 口 投与 (15mg/kg, b. i. d. ) 紘 , 投与期 間中 の 神 経症 状
を ほ ぼ 完 全 に 抑制 し , さ ら に 投与終了 後の 症 状 の 進 展 も 一 部抑 制 し た . 同様 に
亜急 性期 ( 脳卒中発 症後1 0日 目か ら1 8日間) か ら の 同 用量 の 投与 も 投与開始後
に 神経症 状 を 著 明 に 抑制 し た . こ れ ら 急 性期 お よ び亜 急 性期投与群 に お い て 脳 ,
腎臓 の 組 織障害 の 進 展が 抑制 さ れ た . 本実験 に お け る ク レ ン チ ア ゼ ム 1 5 mg/kg
の 軽 口投与 は , 明 か な 降庄 作用 を示 す 用量 で あ る こ と か ら , ク レ ン チ ア ゼ ム は
降圧 を 示 す 用 量 で も, 脳 卒 中 急性 期 の 治療 薬 と し て 使 用 で き る 可 能 性 が 示 唆 さ
れ た .
3 迎 旦塾生互生旦
高 血圧 患者 で は , 脳血 流 自動詞 節健 の 右 方 シ フ ト に よ り 脳虚血 に 対 し て 抵 抗
性が 低く , こ の 現 象 はSIRSPの 両側総頚 動脈 結染 (BCAO) で も再 現 で き る . し か
し
,
こ の 脳 虚 血 モ デ ル を用 い て 脳血 流 , 脳 波活 動 , 脳 エ ネ ル ギ ー 代謝 , 組 織pH
の 関係 を 検討 した 報告 は な い . そ こ で 本実験 で は SHRSPの B CO A O によ る脳 虚 血 に
お い て 各 パ ラ メ ー タ の 変化 を明 か に す る と 共 に , ク レ ン チ ア ゼ ム 投与 の 影響に
つ い て 検 討 を 加 え た . ウ レ タ ン 麻 酔 下 に お け るS H R SPのBCA Oは , 急 激 に 脳 血 涜 を
虚血 前 の 約 5 % まで 低下 さ せ , 脳 波活 動 を殆 ど消失 さ せ た . そ れ に 引 き続 き高
エ ネ ル ギ ー リ ン 酸化合物 (ATP, ク レ ア チ ン リ ン 酸) の 低下 , 細 胞 内 ア シ ド ー シ
ス が 序 々 に 進行 し た . 再 港読 後 は , こ れ ら パ ラ メ ー タ の 変化 は 様 々 で あ っ た .
即 ち , 脳 血 涜 は 一 過 性 に 増加 した 後 , 虚血 前値 よ り 低下 し た (po st is che nic h
y poperfu sio n) . 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸化合 物 の レ ベ ル は , 部分的 に しか 回 復し
な か っ た . 脳 波活 動 お よ び細胞 内 ア シ ド ー シ ス は 殆 ど 回 復 し な か っ た .
ク レ ン チ ア ゼ ム 前処 置 (107ng/kg, p. o . , b. i. d. , 3. 5 日間) は , 虚血申 の 高
エ ネ ル ギ ー リ ン 酸化合物 の 低下 , 細胞 内 ア シ ド ー シ ス に 殆 ど影 響 し な か っ た が ,
脳血 涜 低 下 を 有意 に 抑制 し , 脳波 活 動 も改 善傾 向 を 示 し た . 再 潜 流 後 で は , ク
レ ン チ ア ゼ ム 処 置 は高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸化合物 , 脳 波活動 , 細胞 内 ア シ ド ー シ
ス の 回復 を有意 に 促進 さ せ , 脳血涜 に お い て はpo stis che nic-hypop e rfu sionを
消失 さ せ た .
以 上 の 結果 , sE RSP ではB､CA O後 の 各 パ ラ メ ー タ ー の 変化 か ら判断 し て , 安 定 し
た 脳 虚血 モ デ ル が 作成 で き る こ と が 明 か と な っ た . ま た , ク レ ン チ ア ゼ ム は こ
の 虚血 モ デ ル に お い て 脳 エ ネ ル ギ ー 代 謝お よ び機能 的障害 を改善 す る こ と も示
さ れ , こ の 虚 血 障 害 改善 作用 に は ク レ ン チ ア ゼ ム の 有す る 選 択 的 な 脳 血 管拡張
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作用 が 一 部寄 与す る こ と が 示 唆 さ れ た .
4 + 旦 エ 上艶旦旦重畳畳逢星塑星組遊里旦旦旦盈 弛 互生旦
ク レ ン チ ア ゼ ム の 神経細胞 に 対 する 直接 的 な 保 護作 用 を 検 討 す.る 目 的 で ラ ッ
ト胎 児 由 来培 養海馬 神経細 胞 のⅩCⅣ誘発 壊 死 に 対 す る 作用 を 他の カ ル シ ウ ム 措 抗
薬 と 比摩 し た . ECN(0. i- 10mM) を3 0分間作 用 さ せ る と2 4時間後 に 濃度依 存的 な
神経 細胞 の 壊 死 が 見 られ , 1mM E CNで は 約5 0 %の 神 経細 胞 死 が 認 め ら れ た . 種 々
の カ ル シ ウ ム 括抗薬 をⅩc Ⅳと 共 に 培 養液中 に 添加 す る と , ク レ ン チ ア ゼ ム , ニ カ
ル ジ ピ ン
,
ニ モ ジ ピ ン
, フ ル ナ リ ジ ン は 濃度依存 的 (3 1 30LL姐) にⅩC N によ る 神
経細 胞 死 を抑制 し た が , ジ ル チ ア ゼ ム , ニ ト レ ン ジ ピ ン , ニ フ ェ ジ ピ ン , ベ ラ
バ ミ ル は1 0LLMの 濃 度 で も作用 を 示 さ な か っ た .
Ⅱ . イ ヌ 摘出血 管 の 血 管 内皮 一 平 滑筋 の 相互 作 用 に 対す る ク レ ン チ ア ゼ ム の 影響
1+ =二塵進呈塾生盛 幽 艶旦盈墜
Ⅳo合成 阻害剤 NG - n o n o n et hyl- L - a rginin e(L ⅣM M A 0. ト 3 0 0jL M)を イ ヌ 摘 出動 脈
に 処 置す る と 脳 血 管 ( 脳 底, 中大 脳動 脈) の み が 強 い 収 縮 を起 こ し , 他の 末 棺
血管 ( 腸間膜 , 腎 , 大腰 動 脈) で は殆 ど攻縮が 認 め ら れ な い 現 象を 見 い 出 し た .
こ の 脳 血 管 に お け るLⅣMMA収 縮 は , 内皮 細胞 の 除去 に よ り 部 分的 に 抑制さ れ た .
内皮 細胞 依存性 , 非依 存性 の 両塀 繍成分 は , Ⅳ0合 成酵 素 の 基 質 で あ る レ a rgini
n e(10
‾ 3M)の 前 処 置 に よ り 抑制さ れ た が , D - a rginine(10
- 3M)の 前処 置 で は 抑制
さ れ な か っ た
. ま た , 両収縮成分 ほ ク レ ン チ ア ゼ ム (10
‾ 8 - 10
‾ 6M) , ジ ル チ ア
ゼ ム (10
- 7 - 10
‾ 5M) の 前処 置 で 抑制さ れ た . NO遊 離 の 指標 と し て 血 管壁の cGMP
レ ベ ル を 測定 す る と , LNN MA処置 (10
- 4M. 5min) に よ る cGMPレ ベ ル の 低下 の 程
度 は , 脳 血管 や 他 の 未輸血 管 に お い て 殆 ど 同じ だ っ た . こ のLⅣ姐朗Aに よ る 選 択 的
な 脳 血管収締 はCa2＋ - a ctivated 正一 cha nn el阻害 剤charybdoto xinで 疑 似 で きる こ
と , ま たNOや cGMP が血管 平滑筋 の Ca2＋ - a ctiv ated E- cha n n elを 活性 化す る と い
う最 近 の 知 見 を考 慮 す る と , L NM M A によ る 脳 血 管 の 収 縮 はLNM M A処 置 に よ るⅣ0遊
離畳 ま た は cGMP低下 に よ り , 血 管の Ca2＋ - activ ated 正一 cba nn el が抑制 さ れ , そ
の 結果 と し て 電 位依存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル が 活 性化 さ れ 収縮 が 生 じ た 可能
性が 考 え られ た .
2. ク レ ン チ ア ゼ ム 存在 下 の カ ル シ ウ ム 誘発血 管 弛 緩の 機 序
我 々 は , イ ヌ 種 々 摘 出血 管 ( 脳 底, 冠 , 腎 , 腸 間膜 動 脈) の 無Ca2＋ , E＋脱 分
極筋 に ク レ ン チ ア ゼ ム (10
‾ 6M) 存在下 で カ ル シ ウ ム を添 加 す る と 冠 動脈 模本 の
一 丁7 -
み が 内皮 依存性 の 血 管 弛 緩反応 を 示 す こ と を 観察 し た . EDRFの 合 成 ･遊 離 に は ,
内皮細胞 へ の カ ル シ ウ ム 流人 が 必 須で ある こ と か ら , こ の 弛 緩反応 がEDR F産生
を介 し て い る 可 能 性が 考え ら れ た の で そ の 可能性 を確 認 す る 実 験 を 行 っ た .
カ ル シ ウ ム 弛 緩反 応 は , 他 の カ ル シ ウ ム 括 抗 英 (ジ ル チ ア ゼ ム , ,ニ フ ェ ジ ピ ン ,
ベ ラ バ ミ ル) の 存 在下 で も生 じ た . ま た , ED R F の作用 を 阻害す る オ ヰ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン
,
メ テ レ ン ブ ル ー の 処 置 に よ り 阻害 さ れ た . し か し , pGI2生 成 を阻害す
る イ ン ド メ タ シ ン 処 置 で は こ の カ ル シ ウ ム 弛緩反 応 は 影 響 さ れ な か っ た . 内皮
細胞 を剥離 し た 冠 動脈標 本 に 別 の 冠動脈 お よ び腸 間膜 動脈 標本 を挟 ん だ サ ン ド
イ ッ チ 標本 に お い て こ の カ ル シ ウ ム 弛 緩反 応 は 再 現 さ れ た . 以 上 の 結果 よ り
こ の カ ル シ ウ ム に よ る 血 管弛 緩 反応 は 内皮 細 胞 よ り 遊 離 さ れ た E DR F によ っ て 生
じ て い る こ と , ま た ク レ ン チ ア ゼ ム を 含む カ ル シ ウ ム 括抗 薬 は , E DRFの 合 成 ･ 遊
離 に 影響 し な い こ と が 示 唆 さ れ た .
Ⅱ . 結論
脳 卒 中易発 性高 血 圧 自 然発 症 ラ ッ トS E RS Pを 用 い て 脳 血 管 に 選 択 性 の 高 い 1, 5
- ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 系カ ル シ ウ ム 括抗 薬ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳 血管 障害 治療 薬 と し
て の 可能性 を 検 討 し た . そ の 結 果 , ク レ ン チ ゼ ム は脳 卒 中 発 現 に 対 し て 明 か な
予 防及 び治 療 効 果 を示 し , 頚動脈 結集 に よ り 生 じ る 重 篤 な 脳虚 血 に 対 し て も主
に 脳 血 流 改善作用 を介 し て 虚 血 障害を 改善 す る こ と が 明 か と な っ た . ま た , ラ
ッ ト 海馬 培養 神経 細 胞 を 用 い た 実験 よ り , ク レ ン チ ア ゼ ム の 脳 虚血 保 護作用 は
神経 に 対 す る 直接 的 な 作用 も寄与す る こ と が 示 唆 さ れ た .
さ ら に 脳血 管 で はN O生 成阻 害で 強 い 収縮 (LNMMAに よ る 収 縮) が 生 じ る が , こ
の 収縮 は ク レ ン チ ア ゼ ム で 強く抑 制さ れ る こ と , ま た 内皮細胞 に お け る カ ル シ
ウ ム 依存 性のⅣ0生 成 に 対 し て ク レ ン チ ア ゼ ム は影 響 し な い こ と な ど を考 え る 併
せ る と 脳 お よ び心 臓 の 循環 改善 に ク レ ン チ ア ゼ ム は好 影響 を及 ぼ す こ と が 十分
期待 で き る .
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